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SLOVARČEK 
Alotetraploid organizem s štirimi kopijami genoma, od katerih sta po 
dve kopiji iz dveh različnih vrst organizmov 
Kultivabilnost sposobnost celic, da se namnožijo v populacijo, ki jo 
lahko zaznamo 
LTR transpozon (ang. long 
terminal repeat transposone) 
je prenosljivi element genoma, za katerega je značilna 
prisotnost daljših zaporedij nukleotidov, ki obdajajo 
notranjo kodirno regijo 
Metabolna aktivnost sposobnost celice, da vrši reakcije, ki ji omogočajo 
pridobivanje energije in redukcijske moči 
Mikrosatelit (AT)13 regija, ki jo pomnožuje oligonukleotidni začetnik (AT)13 
Morfotip kvasovke različica kvasovke, ki se od druge razlikuje po izgledu, a 
ima še vedno enak genom 
Tekočinska kromatografija 
visoke ločljivosti 
ločitvena metoda pri kateri ločimo zmes s pomočjo 
tekočine t.i. mobilne faze in povišanim tlakom skozi 
kolono iz poroznega materiala tako, da dobimo 
posamezne sestavine zmesi 
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1 UVOD 
Pivo je alkoholna pijača, pripravljena iz osnovnih sestavin: vode, hmelja, slada in 
proizvodnih mikroorganizmov – kvasovk. Prvi znani zapisi segajo v Mezopotamijo, od 
koder se je znanje razširilo v Egipt in čez nekaj stoletij še v Evropo. Tekom stoletij je 
tehnologija priprave piva napredovala in njegova proizvodnja se je širila. Kljub 
izpopolnjenosti procesa pa si pivovarska industrija nenehno prizadeva izboljševati proces 
proizvodnje oz. uporabe novih substratov za varjenje pivu podobnih pijač. Z namenom 
zniževanja stroškov pivovarne že dolgo uporabljajo metodo večkratne uporabe biomase 
kvasovk oz. reinokulacije že uporabljene biomase. Pri slednjem morajo pivovarji paziti, da 
je biomasa kvalitetna in primerno shranjena do uporabe, saj je od tega odvisna učinkovitost 
fermentacije in senzorične lastnosti piva. Isto biomaso tako zaporedoma uporabijo pri od 
osmih do petnajstih fermentacijah, odvisno od stabilnosti kulture (Smart in Whisker, 
1996). Kultura je podvržena stresu pri vsaki uporabi, kar se odraža v mutacijah genov, med 
drugim tudi teh, ki so pomembni za normalen razvoj in delovanje celice tekom 
fermentacije. Mutacije lahko privedejo do neželenih arom v pivu ali pa z njimi dosežemo 
boljšo izrabo sladkorjev v pivini. Odkrijemo jih lahko z analizo celotnega genoma ali z 
analizo mikrosatelitov (Jančič, 2016). 
Ječmenov slad je zaradi svojih lastnosti uveljavljen kot glavni vir ekstrakta pri procesu 
fermentacije. Celoten postopek predpriprave in optimizacije procesa pridobivanja 
enostavnih sladkorjev iz škroba se je tekom časa prilagodil ravno čim boljši izrabi 
ječmenovega slada. Šele v zadnjem desetletju so se raziskovalci skupaj z industrijo bolj 
osredotočili  na alternativne vire, ki bi jih lahko uporabili v pivovarstvu. S tem se pestrost 
pivu podobnih pijač povečuje, približa pa se tudi potrošnikom s celiakijo, saj nekateri 
alternativni viri ne vsebujejo glutena. Tovrstna substrata sta med drugimi ajda in proso, ki 
ju gojimo tudi v Sloveniji. Z optimizacijo predpripravljalnih procesov so študije že 
nakazale na potencialno uporabnost alternativnih virov sladkorjev za pripravo piva oz. pivu 
podobnih pijač (Deželak in sod., 2014a). 
1.1 OPREDELITEV PROBLEMA 
Pivovarstvo stremi k nenehni izboljšavi obstoječih sevov kvasovk oz. iskanju potencialnih 
novih. Na podlagi zgodovinskih dokazov je znano, da so adaptacije kvasovkam omogočile 
rast na substratih, ki jih sicer ne bi uporabljale. Ajdova in prosena pivina sta zagotovo 
substrata, ki se v pivovarstvu uporabljata redko, zato je njuna uporaba še kako zanimiva za 
razvoj novih pivu podobnih pijač. Saccharomyces pastorianus in Saccharomyces 
cerevisiae sta v pivovarstvu že uveljavljeni kvasovki, tehnološko zanimive pa so tudi 
kvasovke, izolirane iz naravnih okolij s pivovarskim potencialom uporabe. 
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1.2 CILJI NALOGE 
Z zaporedno uporabo kvasovk bomo testirali tehnološko sposobnost izbranega seva 
kvasovke Saccharomyces cerevisiae ZIM 3704 ter njegovo genetsko stabilnost tekom 
zaporednih uporab. Postavili bomo mikrofermentacijski sistem, s katerim bomo poizkušali 
posnemati razmere v pivovarskih konusnih fermentorjih. Genetsko stabilnost bomo 
preverili z analizo izbranih mikrosatelitov, s katerimi bomo tudi ovrednotili genetske 
spremembe med usmerjeno evolucijo pri fermentacijah na dveh novih tipih pivine. Tekom 
zaporednih fermentacij bomo analizirali še nekatere morfološke lastnosti – živost in 
flokulacijo. Z metodo HPLC bomo preverjali produkcijo etanola in glicerola ter hkrati 
izrabljanje izbranih sladkorjev. 
1.3 HIPOTEZE 
 Tekom zaporednih fermentacij se bo izbrani sev prilagodil na izbrani substrat. 
 Prilagoditve bomo zaznali tako na genetskem kot morfološkem nivoju.  
 Na genetskem nivoju bo prišlo do sprememb v izbranih mikrosatelitnih regijah 
DNA. Spremembe pa bomo opazili tudi s pomočjo analiziranja sekvenc 
pridobljenih s platformo Ilumina.  
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2 PREGLED OBJAV 
2.1 PIVO 
2.1.1 Zgodovina 
Pivo je alkoholna pijača, ki nastane pri procesu fermentacije iz vode, hmelja, slada in 
kvasovk. Proizvodnjo piva imenujemo pivovarstvo. Začetki pivovarstva segajo v Egipt in 
Mezopotamijo, kjer so Egipčani in Sumerci izkoristili odlične podnebne razmere za 
gojenje pšenice in ječmena ter dostopnost večje količine vode. Znanstveniki sklepajo, da 
naj bi prišlo do prve izdelave piva čisto po naključju. Zaradi nenadne plohe padavin se je 
požeto žito namočilo in začelo kaliti. Dostopnost sladkorja je omogočila fermentacijo in na 
koncu je nastala pivu podobna pijača. Kasneje se je tehnika izpopolnila. Ohranjeni zapisi 
pričajo predvsem o uporabljenih surovinah, količinah, stilih piva, distribuciji in porabi 
piva, žal pa ne o sami tehnologiji. Čeprav lahko o slednji le sklepamo, smo z zapisi dobili 
ne le vpogled v zgodovino, temveč tudi v samo pomembnost takratnih pivovarjev v družbi 
(Damerow, 2012). Kljub razviti tehnologiji fermentacije se prvi evropski zapisi o pivu 
pojavijo šele v 1. stoletju v Britaniji, Nemčiji in na Norveškem, saj so romanski narodi z 
vinogradništvom razvijali predvsem vinarstvo. V naslednjih stoletjih se je pivovarstvo 
počasi razširilo po vsej Evropi. Pri tem so imeli pomemben vpliv tudi samostani, ki so 
takratnemu pivu začeli dodajati še hmelj. Slednji je imel sprva vlogo začimbe, kasneje pa 
so odkrili tudi njegove lastnosti konzervansa. Zaradi pomembnosti v pivovarstvu se je 
gojenje hmelja razširilo in je tako postal pomembna kulturna rastlina (Meussdoerffer, 
2009). 
 
Slika 1: Srednjeveški menih pri varjenju piva (Barnes, 2013) 
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Večanje števila prebivalstva v 15. in 16. ter industrializacija v 17. stoletju sta povečala 
porabo in potrebo po pivu. Obstoječe pivovarne so začele povečevati svojo proizvodnjo in 
ustanovile so se številne nove. Ob koncu 19. stoletja so tako skoraj 70 % svetovne 
proizvodnje piva predstavljale pivovarne iz Anglije, Nemčije in Amerike. Pomemben 
mejnik je leta 1883 postavil Emil Christian Hansen z izolacijo čiste kulture kvasovk. S tem 
je zastavil temelje sodobnemu pivovarstvu, saj so pivovarne s tem zmanjšale kvar in 
pridobile na kakovosti. Njegovo delo je navdihnilo nadaljnje raziskave na področju 
kvasnih proteinov in genetike (Meussdoerffer, 2009). 
Močan vpliv na pivovarstvo sta imeli tudi obe svetovni vojni, saj se je proizvodnja kot tudi 
število pivovarn občutno zmajšalo. Po letu 1970 se je proizvodnja ponovno povečala, 
začele so se pojavljati tudi prve mikropivovarne in z njimi butična piva (ang. craft). 
Mikropivovarne so z občutno manjšo proizvodno kapaciteto trgu omogočile še dodatno 
širino ponudbe. V zadnjem desetletju je svetovno število mikropivovarn preseglo število 
10 000 (Hornsey, 2016). V Sloveniji jih imamo vsaj 24 oz. če upoštevamo še gostilniško 
dejavnost 53 (Pivopis, 2018). 
2.1.2 Osnovne sestavine za proizvodnjo piva 
Kakovost vsake izmed sestavin je za tehnologijo v začetnih stopnjah procesa ter končni 
produkt izredno pomembna. Voda mora bila brezbarvna, brez vonja in okusa, brez 
kakršnih koli organskih, mikrobioloških ali mehanskih nečistoč, s pH vrednostjo med 6 in 
7 ter z ustrezno mineralno sestavo.  Mineralna sestava vode lahko pomembno vpliva na 
reakcije tekom procesa proizvodnje (npr. pri drozganju, fermentaciji, ...), zato se pivovarne 
pogosto poslužujejo različnih procesov priprave tehnološke vode.  
Hmelj je večletna rastlinska vzpenjalka, ki jo uvrščamo v družino konopljevk. V 
pivovarstvu uporabljamo ženske storžke (Slika 2A), ki vsebujejo 10–25 % skupnih smol, 
imenovanih lupulin (Slika 2B in 2C), ki dajo pivu grenak okus in karakteristično aromo, 
hkrati pa imajo protimikrobno aktivnost. Glavni lupulini so α- in β-kisline. Tekom kuhanja 
se α-kisline izomerizirajo v izo-α-kisline, s tem postanejo bolj topne in lažje prehajajo v 
sladico, ki s tem postane pivina. Hmelji z nižjo vsebnostjo α-kislin imajo večjo vsebnost 
esencialnih olj, kar daje pivu specifično aromo (Kunze, 2014). Pivovarji velikokrat 
kombinirajo aromatične hmeljne vrste z grenkimi ter tako poskrbijo za aromatičnost in 
grenkobo. V hmelju najdemo tudi 4–14 % suhe teže polifenolov, slednji sodelujejo pri 
izločanju beljakovin in vplivajo na okus piva (Kunze, 2014). 
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Slika 2: Ženski cvet hmelja: celi storžki hmelja (A), prečni prerez storžka (B), izgled lupulina pod 
svetlobnim mikroskopom (C) in izgled lupulina z uporabo presevnega mikroskopa (D) (Nagel in sod., 
2008). 
Slad je izraz, s katerim poimenujemo nakaljena ječmenova (oz. ostala žitna) zrna. S 
pomočjo encimov za kaljenje se začne v žitnih zrnih hidroliza škroba. S tem se škrob 
spreminja v enostavnejše sladkorje, ki so nato dostopni mikroorganizmom za nadaljnji 
postopek fermentacije. Pri proizvodnji sladu za pivo se uporablja predvsem dvovrstni 
ječmen, ki ima manj beljakovin in s tem lažji tehnološki postopek ter boljši izkoristek. 
Tako sta kakovost slada in posledično tudi okus piva zelo odvisna od sorte in sestave 
ječmena – velikosti, oblike, barve, poškodovanosti, trdosti lupinice (oz. plevice), 
mikrobiote. Z dodatno toplotno obdelavo, t.i. praženjem zrn, lahko uravnavamo tudi 
končno barvo piva (Kunze, 2014).  
Kvasovke so enocelični evkarionti, ki spadajo v kraljestvo gliv. V premeru povprečno 
merijo do 4 μm, vendar nekateri sevi zrastejo tudi do 40 μm. Vrstno specifično rastejo tako 
v aerobnih kot anaerobnih razmerah. V aerobnih razmerah se kvasovke v procesu mitoze 
predvsem razmnožujejo, v anaerobnih razmerah pa v procesu fermentacije tvorijo etanol. 
Glede na lokacijo nastanka spolnih spor jih delimo v debli Ascomycota in Basidiomycota. 
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V pivovarstvu pa je bolj pomembna delitev na kvasovke spodnjega in zgodnjega vrenja. 
Slednja delitev poteka glede na temperaturo, pri kateri poteka fermentacija, ter lokacijo 
kvasovk po končani fermentaciji. Fermentacija pri nižjih temperaturah (8–15 °C) ter 
posedanje kvasovk na konusno dno je značilna za kvasovke spodnjega vrenja (npr. 
Saccharomyces pastorianus). Nekoliko višje fermentacijske temperature (18–20 °C) in 
dvigovanje biomase kvasovk na površje pa je značilno za kvasovke zgornjega vrenja (npr. 
Saccharomyces cerevisiae). Uporaba posamezne vrste kvasovk je odvisna od stila piva, ki 
ga nameravamo narediti, razmere v fermentaciji pa kasneje prilagodimo sevu (Kunze, 
2014). 
2.1.3 Kvasovka Saccharomyces cerevisiae 
Pekovska kvasovka Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae; Slika 3) je najbolje preučena 
in poznana vrsta kvasovke. Že latinsko poimenovanje namiguje na njeno kultivacijo in 
uporabnost, »Saccharomyces« namreč pomeni gliva, ki jé sladkor, »cerevisiae« pa bi lahko 
prevedli kot pivska. Večina izoliranih in preučenih sevov je ravno iz okolij z višjo 
vsebnostjo sladkorja, t.j. iz površine grozdja, soka sladkornega trsa, vinskih kleti, pivovarn, 
destilarn (Kurtzman in sod., 2011). Znanstvena sfera jo je v zadnjih letih izolirala tudi iz 
ananasa in pomaranče (Nasir in sod., 2017), japonske češnje, sakeja, tradicionalne korejske 
starterske kulture za proizvodnjo fermentiranih izdelkov z nurukom (Eeom in sod., 2018) 
Tako so jo izolirali iz že preko 1000 različnih virov. Vendar pa njen izvor še ni čisto 
pojasnjen. Neznan izvor tako omogoča znanstvenikom postavljanje različnih hipotez. Ena 
izmed teh pravi, da naj bi se prvi sev razvil ob prisotnosti s sladkorjem obogatenih 
naravnih spojin/izločkov, učinkovit proces fermentacije je omogočal sevu preživetje in 
selekcijo uporabnih genov (Peter in sod., 2018). Peter in sod. (2018) so analizirali genome 
in fenotipe 1011 naravnih izolatov S. cerevisiae ter ugotovil, da naj ti sevi imeli skupnega 
prednika s Kitajske.  
Kvasovke S. cerevisiae dobro rastejo pri temperaturi 25 °C oz. 30 °C, v gojiščih z glukozo, 
saharozo, maltozo, rafinozo in trehalozo, ter tolerirajo prisotnost etanola. Zaradi 
uporabnosti ne preseneča dejstvo, da jo človeštvo uporablja že od antike pri fermentaciji 
vina, piva in peki kruha. Za rast in fermentacijo potrebuje višje temperature (okoli 28 °C); 
pri proizvodnji piva se celice dvignejo na površino, zato jo uvrščamo med kvasovke 
zgornjega vrenja. S. cerevisiae je kvasovka tisočerih imen, saj so ji v preteklih 150-ih letih 
znanstveniki večkrat spreminjali ime. Sprva so jo poimenovali glede na fenotip, šele po 
letu 1960 glede na genetsko sorodnost (Kurtzman in sod., 2011). 
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Slika 3: Saccharomyces cerevisiae pod presevnim elektronskim mikroskopom (Das Murtey in 
Ramsasamy, 2015). 
Je prvi evkariontski organizem, ki so mu leta 1996 v celoti sekvencirali genom. Zaradi 
dobrega poznavanja genoma in enostavnega gojenja je postala dobro preučen modelni 
organizem. Številne molekularne tehnike so omogočile širok spekter uporabe v živilstvu in 
biotehnologiji. Tako se sevi poleg pekarstva, pivovarstva in vinarstva uporabljajo tudi za 
proizvodnjo heterolognih proteinov in biogoriv (Kurtzman in sod., 2011), sodelujejo tudi 
pri razgradnji lignoceluloze (Yu in sod., 2013). Raziskave zadnjih let se osredotočajo tudi 
na iskanje novih genetsko raznolikih starterskih kultur in primerjave sposobnosti 
fermentacij le teh s konvencionalmi sevi. Sposobnost izvajanja učinkovite alkoholne 
fermentacije in preživetje ob višjih koncentracijah alkohola (do 15 %) daje vrsti prednost, 
zato se že stoletja uporablja pri pridobivanju piva stilov ale in vina kot ključni 
mikroorganizem. Čeprav so Alonso-del-Real in sodelavci (2017) ugotovili, da 
kriotolerantna vrsta Saccharomyces uvarum v primerjavi s S. cerevisiae v istem moštu in 
razmerju bolje fermentira in ima kljub isti začetni koncentraciji ob koncu fermentacije 
višjo koncentracijo kot S. cerevisiae, pa Morgan s sodelavci (2020) dodajajo, da je 
učinkovita fermentacija odvisna od seva ter temperature. Morgan in sodelavci (2020) so 
uporabili drug sev kot Alonso-del-Real in sod. (2017) ter dokazali, da je pri nižjih 
temperaturah (15 °C) dominanten sev S. uvarum, pri 24 °C pa sev S. cerevisiae.  
2.1.4 Kvasovka Saccharomyces pastorianus 
Pivsko kvasovko Saccharomyces pastorianus (S. pastorianus) uvrščamo med kvasovke 
spodnjega vrenja (po domače lager kvasovka), kar pomeni, da fermentacija poteka pri 
nižjih temperaturah – med 8 in 15 °C, zaradi dobre flokulacije (oz. tvorjenja skupkov 
kvasovk) pa se celice po končani fermentaciji posedejo na konusno dno fermentorja. 
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Zaradi hibridnega nastanka vrste redko sporulira oz. nastale spore niso sposobne preživeti. 
Sevi kvasovk S. pastorianus uspešno izrabljajo le nekaj sladkorjev – glukozo, maltozo, 
maltotriozo, rafinozo, galaktozo in saharozo. V tekočem mediju uspešno proizvajajo 
etanol, nekateri sevi pa tudi glicerol, laktat, sukcinat in glukonat (Kurtzman in sod., 2011). 
Kvasovka S. pastorianus je imela v preteklosti številna poimenovanja npr. Saccharomyces 
carlbergensis, Saccharomyces monacensis,... saj so vsak izoliran pivovarski sev 
obravnavali kot samostojno vrsto. Šele z analizo sorodnosti genomov s (DNA – DNA 
homologija) so ugotovili, da gre za isto vrsto, ki se deli na dve liniji (Vaughan Martini in 
Kurtzman, 1985). 
Čeprav je že dolgo znano, da je kvasovka hibrid (Vaughan-Martini in Kurtzman, 1985; 
Killand-Brandt in sod., 1995; Kodma in sod. 2005) med kvasovko zgornjega vrenja 
Saccharomyces cerevisiae in neznane hladnoljubne kvasovke (Nakao in sod., 2009; 
Kurtzman in sod., 2011), so šele nedavne genomske raziskave razkrile neznano kvasovko – 
Saccharomyces eubayanus, ki so jo izolirali v Patagoniji (Libkind in sod., 2011) in kasneje 
še v Tibetu (Bing in sod., 2014). Libkind in sod. (2011) namigujejo, da je prvotna 
hibridizacija med S. cerevisiae in S. eubayanus vodila do oblikovanja alotetraploidne 
kvasovke, katere genetski material se je v nadaljevanju s številnimi rekombinacijami še 
dodatno reorganiziral do današnjega genoma S. pastorianus. Hibrid je pridobil lastnosti 
obeh staršev – dobro fermentacijsko spodobnost S. cerevisiae in prilagodljivost na nižje 
temperature S. eubayanus. Bing in sod. (2014) pa so ugotovili tudi veliko večjo genetsko 
podobnost med tibetansko S. eubayanus in S. pastorianus, kot s patagonsko. Genomske 
analize med S. pastorianus in S. eubayanus so pokazale kar 99,82 % podobnost med 
tibetanskim sevom ter 99,56 % s patagonskim sevom S. eubayanus. Z zavedanjem, da 
poteka trgovanje med Azijo in Evropo že 2000 let, so avtorji še veliko bolj prepričani v 
hipotezo o prenosu seva v evropski del s Svilno potjo in v hibridizacijo med tibetanskim 
sevom in S. cerevisiae ter s postopnim udomačevanjem v sev spodnjega vretja. 
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Slika 4: Metabolna aktivnost pri nizkih temperaturah Saccharomyces pastorianus (Preiss, 2018) 
Nguyen in Gaillardin (2005) ter tudi Dunn in Sherlock (2008) ugotavljajo, da S. 
pastorianus nima naravnega habitata, saj so vsi sevi izolirani iz fermentacij človeškega 
izvora. Okoliščine hibridizacije sicer še niso čisto pojasnjene, a tako Libkind in sod. 
(2011), kot tudi Bing in sod. (2014) vztrajajo pri hipotezi, da so trgovci s številnimi potmi 
(kot je npr. Svilna pot) nevede v Evropo prinesli tudi S. eubayanus. 
Do hibridizacije in posledično do razvoja S. pastorianus je v zgodovini verjetno prišlo 
večkrat. Pivovarski sevi se med seboj razlikujejo, kar je privedlo do razdelitve na dve liniji 
– linijo Saaz in Frohberg. Kljub temu da imata skupini specifične karakteristike, je Okuno 
in sod. (2016) na podlagi primerjav genomov predlagal dve hipotezi razvoja skupin. Obe 
skupini naj bi se razvili iz prvotnega hibrida med S. cerevisiae in S. eubayanus, nato pa so 
različne kromosomske preureditve privedle do razdelitve na dve liniji (Slika 5 A) oz. naj bi 
se prvotni hibrid razvil v linijo Saaz, drug del razvoja pa se je s pomočjo dodatnih 
hibridizacij razvil v linijo Frohberg (Slika 5 B). 
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Slika 5: Hipotezi nastanka linij Saaz in Frohberg (Okumo in sod., 2016). 
Obe liniji imata sicer nekatere skupne lastnosti, npr. dobra fermentacija pri nizkih 
temperaturah, sedimentacija flokuliranih celic (Slika 4), a se še vedno razlikujeta v 
pivovarsko pomembnih parametrih. Linija Saaz, ki prvotno izhaja z območja današnje 
Češke in danske pivovarne Carlsberg, zelo dobro flokulira, a slabo izrablja sladkorje med 
fermentacijo. Linija Frohberg, ki izhaja iz preostalih danskih in iz nizozemskih pivovarn, 
zelo dobro fermentira tudi maltotriozo, a je posedanje celic na dno veliko slabše (Liti in 
Louis, 2005). Tudi senzorika piv uporabljenih linij se med seboj razlikuje. V nasprotju z 
linijo Frohberg, linija Saaz producira veliko več izoamil acetata, ki ga zaznamo kot okus 
banan, breskev in podobnih sladkih plodov (Wendland, 2014). Razlike med linijama so 
veliko bolj opazne na genetskem nivoju. Dunn in Sherlock (2008) ugotavljata, da je linija 
Saaz večji del genoma podedovala od S. eubayanus, kar ji omogoča boljšo toleranco na 
nizke temperature (Slika 6). Kvasovke linije Frohberg ravno tako tolerirajo nizke 
temperature, vendar slabše kot kvasovke linije Saaz (Slika 4). 
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Slika 6: Sestava kromosomov linije Saaz in Frohberg (Wendland, 2014). 
Gibson in sod. (2013) so se poglobili v genetsko zgradbo in ob primerjavi obeh linij 
potrdili zgornje navedbe. Ugotovili so, da je omejeno privzemanje maltotrioze med 
fermentacijo sevov Saaz in S. eubayanus posledica odsotnosti membranskih transporterjev 
(Agt1 in Mtt1), ki jih imajo kvasovke zgornjega vrenja. Specifične karakteristike kot je 
produkcija estrov ni odvisna samo od seva, ampak predvsem od genetske linije, ki ji sev 
pripada. 
Spremembe v dožini kromosomov kvasovk spodnjega vrenja so vidne predvsem v genih, 
pomembnih za fermentacijo, npr. geni vpleteni pri flokulaciji (FLO), encimi vpleteni v 
metabolizem glukoze (HXK), kompleksi za privzem maltoze (MAL) (Casey, 1996, cit. po 
Powell in Diacetis, 2007). 
Podgoršek M. Genetska stabilnost … seva za proizvodnjo ajdovega … piva v zaporednih fermentacijah.  
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2020 
12 
 
Slika 7: Sorodstvene povezave sevov znotraj rodu Saccharomyces sensu stricto (Boynton in Greig, 
2014). Polne črte predstavljajo povezavo sevov iz katerih nastane križanec, prekinjene črte 
predstavljajo vire genomskih regij, ki se tudi nahajajo v križancih. 
  
2.2 PROIZVODNJA PIVA 
Proizvodnjo piva lahko razdelimo v 8 ključnih korakov:  
1. priprava sladu in mletje,  
2. drozganje in cejenje,  
3. kuhanje sladice,  
4. fermentacija,  
5. zorjenje mladega piva,  
6. filtracija,  
7. polnjenje piva v izbrano embalažo  
8. pasterizacija  
Glede na izbrano embalažo se lahko zadnja dva koraka zamenjata. Če pivo polnijo v 
steklenice, poteka postopek kot je navedeno, če pa pivo polnijo v kovinske sode, pride 
najprej do pasterizacije piva in šele nato do polnjenja. 
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Slika 8: Shema proizvodnje piva (Encyclopaedia Britannica, 2009). 
Proizvodnja se začne s pripravo slada oz. nakaljenih ječmenovih zrn (oz. drugih žitnih zrn) 
(Slika 8). Očiščena ječmenova zrna nato zdrobijo v mlinih, saj s tem omogočijo večjo 
kontaktno površino med vodo in založno snovjo ter boljše prodiranje vode v sama zrna. 
Založna snov v žitnih zrnih je za kvasovke nedostopna, zato pri proizvodnji izrabljamo 
encime kaljenja (citolitični encimi kot so proteaze in amilaze), ki polimerne snovi v žitnih 
zrnih razgradijo do osnovnih gradnikov. Tako proteaze razgradijo proteine do aminokislin, 
amilaze razgradijo škrob do maltoze oz. glukoze, celulaze pa katalizirajo razgradnjo 
celuloze in hemiceluloze. Slednje kvasovke lahko fermentirajo. Ob prenosu v drozgalno 
posodo istočasno dodajajo vodo, da dobijo sladno drozgo. Potek drozganja predstavlja 
segrevanje drozge do optimalnih temperatur delovanja posamezne encimske skupine. S 
tem pridobijo v vodi topne sestavine, ki jih imenujejo ekstrakt. V tej fazi preverimo tudi 
količino aminokislin in amonijevih ionov oz. vrednost FAN (ang. free amino nitrogen). Ta 
pove, koliko dušika lahko kvasovke asimilirajo med fermentacijo (Kunze, 2014).  Vse 
pomembne sestavine se nahajajo v vodni fazi, zato sledi stopnja cejenja, pri čemer trdi 
delci zrna oziroma t.i. tropine ali pleve služijo kot filter za pridobivanje bistre sladice. 
Sladico v nadaljevanju kuhajo in ji med vrenjem dodajo hmelj. S tem se v sladico izlužijo 
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grenke spojine, ki doprinesejo pivu grenak okus in preprečijo mikrobni kvar. Nastalo 
brozgo imenujejo hmeljena sladica oz. pivina. Pred samim začetkom fermentacije pivino 
ohladijo (s pribl. 95 °C na 7 °C), dodajo izbrani sev kvasovke ter nastavijo parametre 
(temperaturo, hitrost mešanja, itd.) za alkoholno vrenje. Kvasovke se sprva prilagodijo na 
novo okolje, zato v začetni stopnji še ne asimilirajo sladkorjev. V fazi rasti intenzivno 
porabljajo kisik in sladkorje, z namenom povečanja biomase. Ob zadostni biomasi začnejo 
s procesom fermentacije, kjer se iz sladkorjev, ki so v pivini, tvorijo alkohol, ogljikov 
dioksid (CO2) in stranski produkti (npr. estri, žveplove spojine, višji alkoholi, organske 
kisline, karbonilne skupine), ki jih zaznamo kot vonj in okus oz. aromo piva (npr. sadno 
cvetlične arome). Pri tem morajo paziti, da nastane čim manj neželenih spojin, ki kvarijo 
okus (npr. vicinalni diketoni). Po končani fermentaciji se iz fermentorja pobere del 
biomase z namenom ponovne uporabe oz. ponovne inokulacije biomase kvasovke v svež 
substrat (Kunze, 2014). 
Pivina spremeni svojo kemijsko sestavo, okus in vonj, kar na koncu poimenujejo mlado 
pivo. Slednje prečrpajo v posode za zorenje, kjer ga hranijo okoli 30 dni (odvisno od vrste 
piva). Sledi postopek filtracije, s katerim odstranijo večino procesnih mikroorganizmov. S 
tem postane pivo bistrejše ter obstojnejše. Pivo nato polnijo v steklenice, kovinske sode ali 
pločevinke, pri čemer poleg piva vpihujejo tudi CO2 ter tako minimalizirajo čas stika piva 
s kisikom. Končni korak je postopek pasterizacije, kjer steklenico s pivom za kratek čas 
izpostavijo temperaturi pod 100 °C, ter tako še dodatno preprečijo mikrobiološki kvar piva. 
Postopka polnjenje piva in pasterizacija se lahko izmenjata, odvisno od tehnologije v 
pivovarni (Kunze, 2014).  
2.3 PORABA FERMENTABILNIH SLADKORJEV 
Pivovarske kvasovke so sposobne privzema saharoze, glukoze, fruktoze, maltoze in 
maltotrioze. Za uspešen postopek fermentacije morajo biti v substratu prisotni enostavni 
sladkorji. Kompleksni medij pivine je sestavljen predvsem iz fermentabilnih sladkorjev (do 
80 %). Med njimi je do 60 % maltoze, maltotrioze in glukoze po 15–20 % ter nekaj 
saharoze in fruktoze (obeh po 1 %). Preostali del sladkorjev predstavljajo t.i. 
nefermentabilni sladkorji dekstrini, β-glukani, arabinoza in ksiloza, ki jih kvasovke težje 
ali pa sploh ne privzemajo (Zastrow in sod., 2000). 
Ker sta maltoza in maltotrioza večinska sladkorja v pivini, sta živost celic in hitrost 
fermentacije močno odvisni od njunega privzema. Zato imajo kvasovke zgornjega vrenja 
neodvisne maltozne in maltotriozne membranske prenašalce, ki transportirajo oba 
sladkorja v celico. Privzem maltoze je odvisen od genov MAL, ki se nahajajo na 
istoimenskem lokusu. Slednji vsebuje zapise za medmembranski prenašalec maltoze in 
maltazo, ki razgradi maltozo na dve molekuli glukoze, ter aktivator transkripcije za gene 
MAL. V celicah kvasovk ni membranskih prenašalcev specifičnih samo za maltotriozo, se 
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pa maltotrioza prenaša v notranjost celice z maltoznimi prenašalci. Med slednjimi so 
nekateri bolj sprecifični za prenos maltoze kot maltotrioze. Zaradi tekmovanja za isti 
prenašalec, ki ima višjo afiniteto do maltoze, se maltotrioza privzame šele, ko se izrabi 
skoraj vsa maltoza. Membranski prenašalci so ključni dejavniki, zato moramo omeniti še 
nekatere maltozne in maltotriozne gene, ki jih zapisujejo. Membranska prenašalca MPH2 
kot tudi MPH3 sta specifična predvsem za maltozo in najbolje delujeta pri nizkih 
temperaturah (Wendland, 2014).  
Gen AGT kodira membranski prenašalec z visoko afiniteto na maltozo, vendar v sevih 
kvasovk spodnjega vrenja izboljša fermentacijo in poveča produkcijo alkohola. Protein 
Mtt1 je specifičen za kvasovke spodnjega vrenja ter je prenašalec maltotrioze in deluje 
najbolje pri nizkih temperaturah. To zagotovo sodi med prilagoditve kvasovk na nizke 
temperature. Stewart in sod. (1995) so tako primerjali privzem maltoze in maltotrioze med 
kvasovkami spodnjega in zgornjega vrenja. Ugotovil so, da kvasovke spodnjega vrenja 
učinkovitejše privzemajo maltotriozo kot kvasovke zgornjega vrenja, privzem maltoze pa 
je pri obeh tipih primerljiv (Slika 9). Sicer so opazili rahle razlike med sevi, a so to 
pripisali genetski variabilnosti posameznih sevov. Hkrati so ugotovili, da sevi zgornjega 
vrenja težje v celoti izrabi fermentabilne sladkorje kot sevi spodnjega vrenja. 
 
Slika 9: Izraba sladkorjev tekom fermentacije (Stewart, 2009). 
  
Podgoršek M. Genetska stabilnost … seva za proizvodnjo ajdovega … piva v zaporednih fermentacijah.  
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2020 
16 
Kvasovke najlažje privzemajo najenostavnajše sladkorje – monosaharide. Sem spadata 
glukoza in fruktoza, ki v celico vstopata s heksoznimi membranskimi prenašalci. Kot je 
razvidno iz Slike 9, se glukoza med vsemi sladkorji izrabi najhitreje. Glukoza je za 
kvasovke najidealnejši sladkor in šele ob izrabi okoli 60 % glukoze se zaustavi katabolna 
represija ostalih sladkorjev. Glukoza v nadaljnem koraku vstopi v glikolizo, kjer se 
razgradi na dve molekuli piruvata in energijo v obliki molekule ATP. Kljub prisotnosti 
kisika v fermentacijski brozgi kvasovke zaradi t.i. Crabtree efekta iz piruvata prioritetno 
tvorijo etanol in CO2. Fruktoza vstopi neposredno v pot glikolize takoj po fosforilaciji, kot 
fruktoza-6-fosfat. Vsebnost sladkorjev v posamezni pivini je odvisna predvsem od 
uporabljene vrste žita (ječmen, pšenica, proso) in psevdožita (ajda). 
2.4 ZAPOREDNA UPORABA BIOMASE KVASOVK 
Ponovna inokulacija biomase kvasovk (angl. serial repitching) je izraz s katerim 
poimenujemo večkratno zaporedno uporabo biomase pri proizvodnji piva. Po končani 
fermentaciji se kvasovke spodnjega vrenja usedejo na konusno dno, pri čemer so starejše 
celice zaradi hitrejšega posedanja čisto pri dnu konusa, mlajše pa bolj na površini posedene 
biomase. Biomasa kvasovk za nadaljnjo uporabo se nahaja na sredini usedline, saj so tam 
mlade celice kvasovk, ki so že prilagojene na razmere, a še vedno nimajo večjih genetskih 
sprememb, ki bi vplivale na njihovo rast. Učinkovito pobiranje in shranjevanje biomase 
kvasovk je pomembno, saj vpliva na število morebitnih zaporednih uporab biomase. 
Pomembno je, da se kakovost proizvoda, čas fermentacije in varnost živila ne spreminjajo, 
zato je tudi večkratna ponovna uporaba omejena. Pivovarne jo uporabijo v 8–15 
zaporednih fermentacijah, saj starostne spremembe biomase kvasovk ter z njimi povezana 
znižana sposobnost fermentacije in posledično spremenjenih senzoričnih lastnosti, ki 
negativno vplivajo na končni produkt (Powell in sod., 2003). 
Študije z začetka tisočletja so dokazale, da so spremembe živosti, fiziologije in flokulacije 
posledica večkratne zaporedne uporabe iste biomase. Šele Powell in sod. (2003) so 
medseboj primerjali izrabo sladkorjev med fermentacijo in flokulacijo starejše, mlajše in 
starostno mešane kulture kvasovk ale in lager. Ugotovili so, da se tako pri ale kot lager 
sevih mlajša kultura v primerjavi z mešano počasneje prilagaja na privzem sladkorjev, saj 
se mora kultura najprej prilagoditi na dane razmere in predvsem povečati svojo prvotno 
biomaso, medtem ko je starejša kultura pri enakih razmerah hitreje začela s procesom 
fermentacije. Pri vprašanju vpliva starosti kulture na flokulacijo so avtorji dokazali, da se 
starejša kultura hitreje poseda od mešane in mlajše, pri čemer je bila razlika med ale in 
lager sevi očitna. Avtorji so hkrati dokazali, da je protein Flo1, ki omogoča flokulacijo, 
prisoten ne le na mestu brstenja, kot so do tedaj mislili, temveč po celotni površini celice. 
Predlagali so, da je ključna razlika med mlajšimi in starejšimi celicami v proizvodnji 
lektina – proteina, ki veže manozne ostanke celičnih sten in se pri starejših celicah 
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sintetizira, medtem ko se pri mladih še ne. Kmalu po koncu prejšnje raziskave sta Powell 
in Diacetis (2007) preučevala vplive zaporedne uporabe biomase kvasovk na gentske in 
fenotipske karakterisktike, pri čemer sta uporabila tako seve zgornjega kot tudi spodnjega 
vrenja. Tekom 98 zaporednih prenosov biomase sta prišla do ugotovitev, da seva ohranjata 
enako sposobnost fermentacije sladkorjev. Test flokulacije je samo potrdil že prej znano 
ugotovitev, da je sev zgornjega vrenja veliko bolj flokulenten od seva spodnjega vrenja. V 
sklopu fenotipskih ugotovitev sta avtorja primerjala še obliko, barvo in velikost kolonij 
kvasovk 1. in zadnje 135. zaporedne biomase, ki je zrasla na inokuliranih agar ploščah s 
pomočjo metode CFU. Medtem ko so bile kolonije kvasovk spodnjega vrenja podobne 
dolžine, oblike in videza, so se nekatere kolonije kvasovk zgornjega vrenja razlikovale. Po 
izgledu so bile nekatere še vedno podobne, spet druge pa so bile drugačne. Slednje 
nakazuje na morebitne genetske spremembe. Na gojiščih pa sta avtorja opazila tudi majhne 
satelitne kolonije za katere sta bila prepričana, da so posledica poškodb na kristah 
mitohondrijev zaradi stresa zaporednih uporab. Genetske analize so pokazale, da so 
kvasovke spodnjega vrenja tekom daljšega obdobja stabilne. Čeprav je bilo pričakovati, da 
bodo imele kvasovke zgornjega vrenja zaradi drugačnih kolonij tudi spremenjen genetski 
material, sta avtorja ugotovila, da temu ni tako. Ker ni prišlo do sprememb, sta si drugačne 
kolonije pojasnila kot različice istega seva, ki ima sposobnost tvorbe različnih kolonijskih 
oblik na gojišču. 
Flokulacija je izraz, s katerim opisujemo sprijemanje biomase kvasovk in njeno posedanje 
na dno fermentorja oz. ko kvasovke zgornjega vrenja priplavajo na površje, kar omogoča 
lažje odstranjevanje in pobiranje biomase za nadaljnjo uporabo. Proces flokulacije je 
odvisen od kalcijevih ionov, ki se vežejo na membranski protein flokulin, ter genov FLO, 
ki zapisujejo proteine pomembne za postopek flokulacije. Regulacija izražanja genov FLO 
je izredno kompleksna in je specifična za posamezen sev, njegove faze rasti, dostopnosti 
kisika in pomanjkanja hranil. Flokuli oz. skupki celic nastanejo zaradi negativno nabite 
površine celične stene kvasovk (Briggs in sod., 2004). Po zaporednih uporabah biomase 
nastajajo v genih delecije in posledično so vidne spremembe fenotipa (Wendland, 2014). 
Verstrepen in sod. (2003) trdijo, da na stopnjo flokulacije vplivajo tudi sladkorji v pivini 
(glukoza, maltoza in saharoza), saj naj bi jo upočasnjevali. Košir (2020) pa je v svojem 
delu dokazala ravno nasprotno – manj sladkorjev v pivini je pomenilo manjšo stopnjo 
flokulacije.  
Kljub predhodnim študijam, ki so nakazovale genetske spremembe pri zaporedni uporabi 
seva kvasovke, so Bühligen s sod. (2013) preučevali stabilnost seva S. pastorianus tekom 
dvajsetih zaporednih fermentacij. Spremljali so izražanje 58 genov, vpletenih v 
metabolizem, transport heksoz, flokulacije, staranja oz. genov vpletenih v stresne odzive. 
Hkrati so želeli s to študijo poiskati tudi morebitne genetske označevalce, ki bi jih lahko 
uporabljali za določanje sprememb genotipa tekom fermentacij. Na podlagi štirih 
ponovitev so prišli do ugotovitev, da večina genov nima spremenjenega izražanja. Geni za 
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staranje in celično smrt tekom fermentacij se niso enakomerno izražali, saj so bili v 
nekaterih fermentacijah povišano izraženi, v drugih pa znižano. Potrdili pa so, da nekateri 
geni tekom zaporednih fermentacij pomagajo pri zniževanju celičnih poškodb ter, da ni 
opaznejših sprememb pri fermentaciji in flokulaciji. Kar se ujema s predhodno študijo 
Powell-a in Diacetisa (2007), kjer je bil izbrani sev stabilen tudi po 135 generacijah 
kvasovk. Do leta 2014 ni bilo nobenih raziskav s področja pivu podobnih pijače. Zato se je 
Deželak s sod. (2014b) odločil, da preuči kromosomske in proteinske spremembe S. 
pastorianus po 11 zaporednih uporabah v ajdovi in kvinojini pivini, pri čemer je poleg 
uporabil še ječmenovo pivino za primerjavo osnovnih sprememb. Ugotovili so, da so 
kromosomske spremembe odvisne predvsem od uporabljenega tipa pivine. Posledično se s 
tem spreminja tudi proteinski profil, saj se z daljšanjem oz. krajšanjem kromosomov 
spremeni tudi proteinski zapis. Genski zapis se pri sevu iz ajdove pivine krajša, pri sevu iz 
kvinoje se pri nekaterih kromosomih podaljšuje, pri drugih pa krajša. Krajšanje genoma 
pripisujejo telomeram in njihovemu krajšanju ob vsaki delitvi celice, podaljšanje genoma 
pa naj bi bila posledica delovanja telomeraz, ki na konec linearnega kromosoma dodaja 
DNA ponovitve in s tem povzroči podaljševanje telomer. Avtorji še ugotavljajo, da je 
izbrani sev primeren tudi za zaporedne fermentacije substratov pripravo pivu podobnih 
pijač. 
2.5 ALTERNATIVNE SUROVINE – AJDA IN PROSO 
Ajdova in prosena pivina sta zagotovo substrata, ki se v pivovarstvu uporabljata redko, 
zato je njuna uporaba še kako zanimiva za razvoj novih pivu podobnih pijač. Obe žitarici 
vsebujeta zadostne količine esencialnih aminokislin in proteinov, kar omogoča široko 
uživanje njunih izdelkov. Pravtako ne vsebujeta glutena, zato sta primerna tudi za izdelavo 
brez-glutenskih izdelkov za bolnike s celiakijo (Alvarez-Jubete in sod., 2010; Das in sod., 
2019). Celiakija je kronično črevesno vnetje, ki ga povzročajo komponente glutena oz. 
njegovi prolami – gliadini, sekalini in hordeini, ki jih najdemo v pšenici, rži in ječmenu. 
Ocenjujejo, da bolniki predstavljajo vsaj 1 % svetovne populacije, število pa se z vsakim 
letom povečuje, saj imajo države v razvoju slabšo diagnostično opremo (Caio in sod., 
2019). Bolniki s celiakijo morajo upoštevati brezglutensko dieto (Leffler in sod., 2008), da 
se izognejo vnetju ter razvoju nekaterih avtoimunih bolezni kot so hematološke motnje, 
diabetes tipa I ter ostala črevesna vnetja (Cosnes in sod., 2008). Brezglutenski izdelki so za 
bolnike nujno potrebni, ostalim potrošnikom pa predstavljajo razširjeno ponudbo in 
dodatno pestrost že znanih izdelkov (Marzieh Hosseini in sod., 2018). 
V zadnjem desetletju sta tako ajda in proso postala zanimiva za raziskovanje morebitne 
uporabnosti v pivovarstvu. Začetne študije so se ukvarjale z optimizacijo samega procesa 
proizvodnje pivu podobnih pijače, vendar so se osredotočile predvsem na tehnološki vidik. 
Tako so ugotovili, da ima ajda v prvih stopnjah priprave, v primerjavi z ječmenom znatno 
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nižjo encimsko aktivnost (Phiarais in sod., 2006), zato so se vse nadaljne študije poslužile 
uporabe encimskih dodatkov (Wijngaard in Arendt, 2006; Phiarais in sod. 2010; Kiss in 
sod., 2011). Tudi proso ima v primerjavi z ječmenom slabšo encimsko aktivnost, a so 
avtorji proces raje optimizirali z znižanjem pH, izpostavljanjem optimalni temperaturi in 
daljšanjem časa izpostavljenosti na isti temperaturi za posamezen encim (Zarnkow in sod., 
2010a). Phiarais in sod. (2010) so bili eni izmed prvih, ki so se ukvarjali s celotnim 
vidikom proizvodnje,  torej pripravo substrata, izbiro mikroorganizma, povečanje volumna 
proizvodnje iz laboratorijskega na pilotni nivo ter na koncu karakterizacija lastnosti 
izdelka. Kljub temu da so avtorji že prej preučevali stopnjo drozganja, so se še dodatno 
odločili, da podaljšajo čas drozganja ter uporabijo eksogene encime za razgradnjo, pri 
čemer so se zavedali, da bodo senzorične lastnosti in obstojnost piva s tem slabši. 
Prilagodili so tudi stopnjo cejanja – namesto da bi se brozga odcedila skozi tropine, so 
pustili, da se je sediment posedel, nato pa prečrpali supernatant v posodo za kuhanje. Ker 
tropin niso mogli izpirati, so tako dobili dobrih 50 % izkoristka od prvotne brozge. Čeprav 
je senzorika odvisna tudi od izbranega seva in vrste hmelja, so kvaliteta in sestava 
osnovnih surovin ter razmere med in po fermentaciji še vedno ključnega pomena. 
Senzorična analiza je pokazala, da je sprejemljiva za potrošnike, drugačna od ostale 
ponudbe in zanimiva za uporabo. Pričakovana sprememba med senzoriko mladega piva in 
piva po staranju pa je posledica zorenja piva. 
Kasneje so se Deželak in sod. (2014a) odločili, da v postopku fermentacije uporabi ajdo in 
kvinojo ter pivsko kvasovko Saccharomyces pastorianus TUM 34/70. Ječmenovo pivino 
so uporabili kot kontrolo v procesu. Uporabili so prilagojen postopek drozganja (cit. po 
Zarnkow in sod., 2005), z namenom pridobitve večje sladkorne vsebnosti so uporabili 
encimske dodatke (α-amilaze, glukoamilaze, pululanaze, celulaze in lipaze). Tako so dobili 
končno vsebnost 10 % ekstrakta v pivini. Ostali postopki proizvodnje so bili podobni kot 
pri proizvodnji piva. Analiza vzorcev je pokazala, da se sladici razlikujeta v vsebnosti 
proteinov, saj ima ajdova (13 % suhe teže) višjo vsebnost kot ječmenova (10 % suhe teže), 
medtem ko sta vsebnosti ekstrakta v sladici podobni (v ajdovi sladici 10,36 % ter v 
ječmenovi sladici 10,04 %). Vrednost FAN je bila pri ajdovi (0,096 % suhe teže) in 
ječmenovi sladici (0,104 % suhe teže) dokaj podobna, prav tako pa večja razlika ni bila 
opažena v pivini (ajdova 152 mg/L, ječmenova 133 mg/L), kar nakazuje na dobro 
razgradnjo slada (za primerjavo kvinoja 340 mg/L). Ajdova (5,77) in ječmenova (5,92) 
pivina imata tudi podobni pH vrednosti, kar nakazuje na dokaj podoben substrat. Se pa 
pivini pomembno razlikujeta v vsebnosti sladkorjev. V ječmenovi pivini najdemo največ 
maltoze (45 – 65 %), do 15 % maltotrioze, glukoze in fruktoze je nekje do 10 % in cca 5 % 
saharoze. Pri ajdovi pivini večji del (do 60 %) predstavlja glukoza, s 30 % sledi maltoza, 
maltotrioze je do 10 %, v manjših deležih pa najdemo saharozo in fruktozo. A se moramo 
hkrati zavedati, da je sestava sladkorjev v ajdovi pivini odvisna od uporabe eksogenih 
encimov, ki razgradijo škrob do glukoze in fruktoze. Vseeno pa so avtorji potrdili 
potencialno uporabo ajde z namenom pridobivanja pivu podobne pijače. Ne le da so njeni 
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parametri in senzorične lastnosti podobne ječmenu, temveč je tudi sam postopek (z 
upoštevanjem rahlo prilagojenega postopka drozganja in uporabe encimov) celotne 
fermentacije podoben ječmenu, kar olajša delo. Košir (2020) je v svojem magistrskem delu 
karakterizirala pivovarske seve S. pastorianus  in S. cerevisiae z namenom učinkovite 
izrabe ajdove in prosene pivine v pivovarskih razmerah, pri tem je uporabila tudi sev S. 
cerevisiae ZIM 3704. Omenjeni sev je dobro izrabljal ječmenovo, ajdovo in proseno pivino 
ter preučevane sladkorje (maltozo, maltotriozo in rafinozo). V ajdovem pivu je avtorica 
zaznala tudi 0,64 % etanola  (natančneje 6,4 g/L), medtem ko glicerola ni zaznala. 
Za raziskovanje uporabnosti prosene pivine so raziskovalci uporabili dugačen pristop. 
Predhodna primerjava lastnosti prosene in ječmenove pivine je nakazala na morebitno 
uporabnost. Tudi prosena pivina ima za dobro četrtino slabšo vsebnost ekstrakta (62 % 
suhe teže) kot ječmenova (85 % suhe teže), vrednosti FAN pa se ne razlikuje pretirano 
(prosena pivina 219 mg/100g in ječmenova pivina 237 mg/100g) (Zarnkow in sod., 
2010a). Med petimi različnimi sevi kvasovk so Zarnkow in sod. (2010b) primerjali 
karakteristike fermentacije v proseni pivini pri dveh različnih temperaturah (12 in 18 °C). 
V proseni pivini je med sladkorji prevladovala glukoza (skoraj 70 %), z 10 % je sledila 
maltoza, s 5 % fruktoza in maltotroza, preostalih 10 % sladkorjev pa avtorji niso navedli. 
Uporabljeni sevi se niso razlikovali le po rodu, temveč tudi po stilu pijače, ki jo 
proizvedejo v komericalni proizvodnji. S Saccharomyces uvarum (S. uvarum), ki se 
uporablja pri proizvodnji vina in cidrov. S. cerevisiae, ki se uporablja pri pivih tipa ale, 
kolsch in alt in Brettanomyces bruxellensis, ki jo srečamo pri pivih tipa lambik, krik in 
gueze, so avtorji raziskovali ne le senzorične lastnosti, temveč tudi obnašanje posamezne 
kvasovke pri fermentaciji v proseni pivini. Tekom fermentacij pri temperaturi 12 °C se je v 
pivini znižala vrednost pH , že po 3 dneh fermentacije se je pri S. uvarum in S. cerevisiae 
znižal z začetne vrednosti 5,5 na 4,3. Za primerjavo: po končani fermentaciji je v 
ječmenovi pivini vrednost pH med 4,2 in 4,5. Po štirih dneh fermentacije je vrednost 
alkohola presegla 3 vol %. Hitra produkcija etanola je sovpadala z dejstvom, da je večinski 
sladkor glukoza ter ugotovitvijo avtorjev, da se sladkorji zelo hitro izrabljajo, saj se slednji 
večinoma izrabijo že po dveh dneh. Večjih razlik med opazovanima sevoma pri produkciji 
alkohola in izrabi sladkorjev ni bilo. Rezultati fermentacije prosene pivine s sevom ZIM 
3704, ki jih je analizirala Košir (2020), so pokazali, da je v pivu 15,17 g/L etanola in 15,96 
g/100 ml glicerola. Čeprav ima omenjeni sev nižje koncentracije kot S. pastorianus (ZIM 
171 34,82 g/L etanola in 24,5 g/100 mL glicerola), je razlika med koncentracijami 
pričakovana. Številne rekombinacije genoma med starševskima sevoma so S. pastorianus 
omogočile evolucijsko prilagoditev na fermentacije pri nižjih temperaturah (8-15 °C) 
(Libkind in sod., 2011).  
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2.6 MIKROSATELITI 
Mikrosateliti so kratka ponavljajoča se nekodirajoča zaporedja 2–8 baznih parov (bp) DNA 
v genomu organizma. Najdemo jih tako pri evkariontih kot pri prokariontih, so vrstno 
specifični, lahko pa se razlikujejo tudi znotraj vrste (Litt in Luty, 1989). Njihov nastanek je 
posledica predvsem nepravilnega delovanja polimeraze pri podvajanju DNA. Med 
delovanjem DNA polimeraze lahko pride do zdrsov, kar povzroči nepravilno parjenje med 
podvojevanjem, popravljalni mehanizmi pa napake ne prepoznajo. Pri mikrosatelitu se to 
izkaže kot pridobitev ali izguba ponovitve. Take napake se največkrat zgodijo, ko je celica 
v stresnih razmerah (Strand in sod., 1993). Glede na ponavljajočo se regijo jih razdelimo v 
di-, tri-, penta- in heksanukleotidne ponovitve. Slednje pomeni, da se npr. pri GA 
dinukleotidni ponovitvi ponavlja nukleotidni par GA. Lahko pa jih razdelimo tudi na 
nepopolne, pri katerem je ponavljajoče se zaporedje prekinjeno z naključnim nukleotidom 
(npr. GAGAGAGATGAGA, kjer je T nukleotid tisti, ki zaporedje prekine), popolne (kjer 
nukleotidna ponovitev ni prekinjena z drugim nukleotidom npr. GAGAGAGAGAGA) ter 
sestavljena zaporedja. Pri zadnjih je v ponavljajoče se zaporedje vrinjeno večje število 
nukleotidov (npr. GAGAGAGAGACTCCTGGAGAGA) (Oliveira in sod., 2006).  
Richard in Dujon (1997) sta le leto po sekvenciranju celotnega genoma kvasovke odkrila, 
da so trinukleotidna zaporedja razpršena po vseh 16 kromosomih. Kljub temu da so našli 
mikrosatelite na vseh kromosomih, pa so bili le nekateri bolj bogati z njimi. Med z 
mikrosateliti bogatejše kromosome tako spadajo kromosomi št. IV, VII, VIII, XI in XIV. 
Povprečno število mikrosatelitov pri S. cerevisiae je sicer odvisno od posameznega 
kromosoma ter ponavljajoče se regije, vendar naj bi se na 106 bp pojavilo do 240 
mikrosatelitov. Največ je dinukleotidnih ponovitev, najmanj pa pentanukleotidnih 
ponovitev. Pri tem je zanimivo, da je heksanukleotidnih ponovitev več kot 
pentanukleotidnih (Richard in sod., 1999). Kmalu za tem so Ayres Sia in sod. (2000) 
raziskovali stabilnost mikrosatelitov v mitohondrijski DNA S. cerevisiae in le te primerjali 
z jedrnimi mikrosateliti. V mitohondrijske mikrosatelite so namensko vnesli poročevalski 
gen, ki je vseboval poli(AT) oz. poli(GT) repke. S slednjimi so potrdili vnos gena v 
mikrosatelite in opazovali morebitni popravljalni mehanizem. Ugotovili so, da popravljalni 
mehanizem raje dodaja nukleotide kot jih briše ter da so poli(GT) repki veliko bolj stabilni 
v diploidnih kot haploidnih celicah. Mikrosateliti so široko uporabljeni kot genetski 
markerji npr. za ugotavljanje genetske raznolikosti ječmena (Struss in Plieske, 1998), 
določanje genetske postavitve pri zebricah (Shimoda in sod., 1999), določanje prisotnosti 
fitopatognenih gliv (Kaurin, 2011). Hennequin in sod. so že leta 2001 objavili metodološki 
članek, kjer so predlagali uporabo sedmih izbranih mikrosatelitov za prepoznavanje 
patogenih sevov kvasovk v vzorcih blata, sline in krvi. Istega leta so Pérez in sod. (2001) 
predlagali uporabo izbranih šestih mikrosatelitov za razlikovanje genske raznovrstnosti 
med sevi S. cerevisiae ter njihovo dinamiko med fermentacijo.  
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Mikrosateliti se tako ne razlikujejo le med vrstami temveč tudi med sevi, z uporabo 
ustreznih začetnih oligonukleotidov pa lahko določimo sorodnost med analiziranimi sevi. 
Na ta način je tudi Howell s sodelavci leta 2004 določeval prisotnost sevov S. cerevisiae v 
mešanih vinskih feremntacijah. Uspešno so določili prisotnost vseh treh sevov, ki so jih 
inokulirani v substrat. Kasneje se je Martorell s sodelavci (2005) osredotočil na analizo 
kandiranega sadja in nugata. Z metodo PCR so določevali prisotnost različnih vrst 
kvasovk, nato pa še razlikovanje med dvema sevoma. Mikrosatelite so raziskovalci 
uporabili tudi za določevanje mikroorganizmov v okviru celotnega kraljestva – l. 2004 so 
Lim in sodelavci objavili članek, kjer so okarektizirali mikrosatelite 14ih glivnih genomov. 
Ugotovili so, da se mikrosateliti med vrstami razlikujejo ne le po dolžini temveč tudi po 
vsebnosti baznih parov gvanina in citozina, spet drugi so pokazali univerzalnost. Uporaba 
metode PCR skupaj z mikrosateliti je torej široko uporabljena in zanesljiva metoda za 
identifikacijo sevov in sprememb v tarčnem genomskem odseku. S sekvenciranjem 
celotnega genoma sicer dobimo dovolj informacij naenkrat, a je sam postopek dolgotrajen. 
Genotipizacija mikrosatelitov je preprosta, zanesljiva in cenejša oblika analize DNA. 
Richards in sod. (2009) so uporabili genotipizacijo desetih mikrosatelitov S. cervisiae ter 
lokusa MAT, ki je ključen za spolno razmnoževanje kvasovk. Z uporabo multipleks verižne 
reakcije s polimerazo so analizirali 246 sevov, med njimi nekaj komercialnih vinskih sevov 
in 35 naravnih izolatov. Rezultati so pokazali sorodnost med določenimi sevi, kar so 
avtorji dokazali še s kariotipizacijo. Z neposredno primerjavo različnih metod genetskega 
profiliranja so dokazali, da lahko z mikrosatelitnimi multipleksi razlikujemo med 
različnimi genotipi. Sicer se moramo zavedati, da je tudi uporaba mikrosatelitov omejena, 
vendar zanesljiva metoda za določene hitre analize.  
V našem delu smo mikrosatelite izbrali v medgenskih regijah okoli tehnološko pomembnih 
genov, kot so geni za transport maltoze v celico ali genov,  ki so vključeni v metabolizem 
sulfita. Prisotnost mikrosatelitov v medgenskih regijah lahko vpliva na nivo izražanja teh 
genov in posledično na fenotip (Verstrepen in sod., 2005). Pomembnost membranskega 
prenašalca maltoze smo že omenili. Preostali izbrani mikrosateliti sodelujejo pri sintezi 
sulfita – spojini, ki vpliva poleg estrov, organskih kislin, višjih alkoholov in drugih spojin 
na končno aromo. Produkcija sulfita je specifična za posamezno vrsto, npr. pri kvasovkah 
zgornjega vrenja so količine nastalega sulfita nižje kot pri kvasovkah spodnjega vrenja. 
Sam nastanek sulfita je povezan s sintezo dveh aminokislin – metionina in cisteina. Preko 
medmembranskih črpalk (SUL1 in SUL2) v celico vstopi sulfat, slednji se s pomočjo MET3 
(od metionina odvisne reduktaze) reducira v andenilsulfat. Sledi fosforilacija do 3-
fosfoadenilsulfata, ki se s pomočjo reduktaze (MET16) reducira do končnega sulfita. Preko 
medmembranskih črpalk se sulfit prenese v okolico, kar daje končnemu produktu aromo 
ter zaradi antioksidativne aktivnosti pomembno vpliva na stabilnost okusa (Nakao in sod., 
2009). Jančič (2016) je v svojem magistrskem delu analizirala mikrosatelite iz 1., 4. 12., 
13., 14. in 15. zaporedne uporabe Saccharomyces pastorianus. Vzorce je dobila iz 
Pivovarne Laško tako, da je njeno delo zajemalo predvsem genetsko analizo s pomočjo 
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metode PCR in s pulzno gelsko elektroforezo. Izmed 34 testiranih mikrosatelitov je 
spremembe zaznala le pri petih. Do največ sprememb v številu ponovitev mikrosatelitskih 
zaporedij je prišlo v bližini genov za transport maltoze in maltotrioze, pri genih za 
maltozno permeazo (MAL31) in visokoafinitetnega maltoznega transporterja (AGT1). 
Njene ugotovitve kažejo, da je prišlo do posameznih sprememb tudi v bližini genov, 
povezanih s sintezo sulfita.  
V našem delu bodo analizirani mikrosateliti poimenovani glede na uporabljeni 
oligonukleotidni začetnik, saj se mikrosateliti nahajajo v regijah, ki jih le-ta pomnožuje. 
Naš eksperimentalni del bo vključeval mikrosatelite v Preglednici 1. 
Preglednica 1: Izbrani mikrosateliti in geni, ki jih kodirajo (Jančič, 2016) . 
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2.6.1 Preverjanje genetske stabilnosti genoma s pulzno gelsko elektroforezo 
(PFGE) 
Pulzna gelska elektroforeza (ang. pulsed-field gel electrophoresis, PFGE) je molekularna 
metoda, ki nam omogoča ločevanje in analizo DNA fragmentov, ki so preveliki za analizo 
na navadni gelski elektroforezi, torej večjih od 50 kbp. Tekom postopka DNA fragmenti 
potujejo z električnim tokom, pri čemer se ta intervalno spreminja, kar pa je odvino od 
vrste mikroorganizma, ki ga analiziramo. Intervalno spreminjanje električnega toka 
omogoča boljše ločevanje fragmentov, saj daljši fragmenti potujejo počasneje kot krajši. 
Po končani elektroforezi, lahko produkte preverimo pod UV svetlobo. Celoten proces 
ločevanja je odvisen od uporabljene koncentracije agaroze – pri nižjih odstotkih bo nižja 
ločljivost fragmentov kot pri višjih. Če je čas spreminjanja toka krajši od časa molekulske 
reorientacije, molekula DNA ne bo spremenila smeri in tako izgubimo ločevanje med 
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fragmenti. Hitrost pulziranja določimo glede na velikost fragmentov. Za dobro ločevanje je 
pomemben tudi ustrezen električni tok – pri večjih molekulah DNA se mora tok znižati. Na 
potovanje vpliva tudi temperatura pufra, saj je s povišano temperaturo pufer bolj viskozen, 
kar pomeni hitrejše potovanje molekul (Raspor in sod., 2001). Na samo kakovost 
rezultatov vpliva tako dobra laboratorijska praksa kot tudi uspešna izolacija DNA. 
Ustrezno vzdrževanje aparature in sestavnih delov, predpriprava pufrov, agaroznega gela 
ter izolacija nepoškodovane kvalitetne DNA v zadostni količini vplivajo na končno sliko 
rezultatov (Goering, 2010).  
PFGE uporabljamo za kariotipizacijo, analizo rekombinantnih produktov, spremljanje 
preurejanja genoma, določevanje poškodb in popravil kromosomov,... tako pri evkariontih 
kot tudi pri prokariontih (npr. Listeria monocytogenes) (El Hage in Houseley, 2013). 
Metoda se že dlje časa uporablja za razlikovanje in kariotipizacijo različnih sevov kvasovk. 
Že leta 2001 je bila uporabljena za spremljanje mikrobiote mošta in vina (Raspor in sod., 
2001), kasneje jo je Čadež s sodelavci (2002) kot eno izmed metod uporabila pri 
identifikaciji in preverjanju genetske raznolikosti med sevi Hanseniaspora in Kloeckera. Z 
metodo PFGE lahko razlikujemo med različnimi vrstami kvasovk znotraj posameznega 
seva, uporabljamo pa jo lahko tudi za spremljanje spreminjanja raznolikosti sestave 
kvasovk v spreminjanjočih se razmerah, kot je to storil Raspor s sodelavci (2002). V času 
10 dni so spremljali spreminjanje sestave sevov kvasovk pri spontani fermentaciji mošta in 
fermentaciji, kjer so inokulirali začetno biomaso. Ugotovili so, da sestava začetne biomase 
pomembno vpliva na izrabo sladkorjev in posledično na senzoriko. Novejše raziskave še 
vedno uporabljajo omenjeno metodo za razlikovanje med organizmi kot npr. Krogerus in 
sod. (2015) so jo uporabili za potrjevanje prisotnosti novonastalega hibrida kvasovke.  v 
Nature protocols je bil leta 2019 objavljen članek, kjer so avtorji z odstranitvijo telomer in 
centromer ustvarili kvasovko z enim samim kromosomom. Pri tem so si pomagali s 
sistemom CRISPR/Cas9, ki je omogočil tarčno brisanje genskih zaporedij, ki kodirajo 
telomere in centromere. Za potrditev prisotnosti enega samega kromosoma so raziskovalci 
uporabili PFGE (Shao in sod., 2019). Poleg primerjave celotnih genomov lahko PFGE 
uporabimo tudi za spremljanje podvojevanja DNA in pojava dvojnih prelomov v verigi 
DNA. Slednje lahko zaznamo kot izgubo vidnih fragmentov in pojav razpotegnjene lise v 
predelu z nižjo molekulsko maso (Keyamura in Hishida, 2020). Metoda PFGE je tako še 
dandanes pomembna pri filogenetskih študijah, spremljanju varnosti in mikrobiološke 
sestave živil ter zaznavanju kromosomskih sprememb. 
2.6.2 Sekvenciranje s platformo Ilumina 
Sekvenciranje je genetska metoda, ki omogoča določanje nukleotidnega vrstnega reda 
genetskega materiala. Platforma Ilumina uporablja tehniko sekvenciranja s sintezo ter sodi 
med t.i. sekvenciranje naslednje generacije (ang. next generation sequencing) in omogoča 
določitev genomskega zaporedja do vključno 250 bp. Tehnika sekvenciranja s sintezo 
Podgoršek M. Genetska stabilnost … seva za proizvodnjo ajdovega … piva v zaporednih fermentacijah.  
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2020 
25 
uporablja fluorescenčno obarvane nukleotide, ki ob vezavi na pomnoženo verigo DNA 
specifično, glede na posamezno vrsto nukleotida, zasvetijo. Svetlobo zazna detektor s 
katerim zabeležimo »dogodek«, ki z računalniško obdelavo omogoča kasnejše zlaganje 
krajših zaporedij genoma do končne dolžine (Morozova in Marra, 2008).  Že dolgo se 
uporablja za določevanje zaporedja odsekov mikroRNA, priprava knjižnic majhnih RNA, 
določevanje DNA vezavnih mest za transkripcijske faktorje (metoda ChIP-Seq) (Morozova 
in Marra, 2008) ter tudi za genotipizacijo sevov kvasovk. Sprva so se raziskave nanašale na 
analizo intronov in neprepisujočih regij genoma kvasovk (Nagalakshmi in sod., 2008), nato 
analiziranje genetske razlike med transkripcijskimi faktorji (Zheng in sod., 2010) kmalu 
zatem pa je Wilkening s sod. (2013) objavil prvi metodološki članek za hitro pripravo 
knjižnice celotnih genomov genetsko raznolikih kvasovk. Z uporabo mikrotitske plošče so 
na majhni površini genotipizorali genome 1000 sevov kvasovk. Sekvenciranje s platformo 
Ilumina je tako dandanes cenovno dostopno in omogoča pridobitev nukleotidnega 
zaporedja prav vsakega organizma. S hitrorazvijajočo se bioinformacijsko dobo pa 
prihajajo tudi izzivi shranjevanja, obdelave in razumevanja dobljenih rezultatov 
(Mushegian, 2011).  
2.7 METODE DOLOČANJA ŽIVOSTI CELIC 
Pivovarji si želijo čim večje konsistence v proizvodnji, kar pa je mogoče samo, če se 
proces ustrezno spremlja. Ponovna uporaba biomase kvasovk sicer privede do nižjih 
proizvodnih stroškov, vendar tudi do spreminjanja fiziologije. Živost in vitalnost 
inokuliranih celic vplivata na fermentacijo in staranje celic, kar posledično vpliva na 
tvorbo organskih kislin, estrov, višjih alkoholov, aldehidov in diacetila, ki jih zaznamo v 
pivu. Z izrazom »živost kvasovk« opredelimo, ali je kultura kvasovk fiziološko živa ali 
mrtva, kar pomeni, da v živih celicah metabolni procesi potekajo, v mrtvih pa jih ne 
zaznamo. Praktično pa živost izrazimo z deležem živih celic v celotni populaciji (Heggart 
in sod., 2000). Z določanjem živosti lahko spremljamo vpliv različnih stresnih dejavnikov. 
Za slednje je nujno potreben dobro proučen organizem, katerega genom je v celoti poznan 
– S. cerevisiae. Določanje živosti celic je ena izmed najpogosteje uporabljenih metod pri 
cito- in genotoksičnih analizah različnih kemijskih, fizioloških ali okoljskih dejavnikov 
(Nikolova in sod., 2002). Različni mikroorganizmi, njihove specifične karakteristike, 
analize, ... so privedle do razvoja različnih metod, ki nam omogočajo vrednotenje živosti. 
Kwolek-Mirek in Zadrag-Tecza (2014) sta v svojem članku zbrali metode za določanje 
živosti pri kvasovkah. Metode delita na dve večji skupini:  
 Metode, ki temeljijo na rasti celic na trdnih oz. tekočih gojiščih. Prednost slednjih 
je enostaven in poceni način določanja živosti, slabost pa dolgotrajnost, saj je 
potrebno počakati na rezultate vsaj kakšen dan ali dva. S temi metodami ne 
moremo določiti odstotka živosti, saj so vidne samo žive celice (mrtve pa ne). 
Najbolj znana metoda iz te skupine je tehnika štetja kolonij na trdnem gojišču, 
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ostale metode pa so še merjenje inhibicijske cone rasti, test določanja odtisov in 
določanje rasti v tekočem mediju s pomočjo določanja optične gostote. 
 Metode, ki temeljijo na barvilih. Delovanje barvila je odvisno predvsem od celične 
stene, saj je ta tista, ki selektivno prepušča snovi v in iz celice. Prednost teh metod 
je hitra in objektivna analiza, pri kateri lahko razločimo posamezne celice in 
določimo delež živih celic. Ker so barvila toksična, je potrebno analizirati samo del 
vzorca, sicer biomasa ni več uporabna. V to skupino sodijo barvila, ki ne prodirajo 
v celico oz. so nekakšen pokazatelj poškodovanosti celične membrane (npr. 
florescentna barvila, ki se vežejo na DNA, etidijev bromid, tripan modro ...). 
Mednje uvrščamo tudi barvila, ki prodirajo tako v mrtve kot žive celice, pri čemer 
so žive celice sposobne prečrpavanja barvila v zunanjost in ostanejo brezbarvne, 
mrtve pa se obarvajo (npr. metilensko modrilo, floksin B ... ) (Kwolek-Mirek in 
Zadrag-Tecza, 2014). 
2.7.1 Določanje kultivabilnosti s tehniko štetja kolonij na trdnem gojišču 
Ena izmed najpogosteje uporabljenih metod ne le pri raziskovanju temveč tudi pri kontroli 
kakovosti je tehnika štetja kolonij na trdnem gojišču. S to metodo ocenimo kultivabilnost 
celic na trdnem gojišču, ki vsebuje vse potrebne hranilne snovi. Pri tem sklepamo, da se iz 
ene celice tvori ena kolonija. Na rezultate moramo počakati 2–4 dni in jih običajno 
predstavimo v enotah CFU (ang. colony forming units) na mililiter. Če so kvasovke zelo 
flokulentne, bodo tudi na gojišču rasle skupaj, kar pomeni, da bomo dobili prekrivajoče se 
kulture. Sicer se lahko poslužimo uporabe raztopine EDTA, a moramo na to pomisliti že 
prej. Prav tako pa se moramo zavedati, da morda celice v stresu na gojišču ne bodo zrasle. 
Pri tem pojavu pravimo, da so žive a niso zmožne rasti na gojišču (Heggart in sod., 2000). 
2.7.2 Določanje metabolne aktivnosti z uporabo metilenskega modrila 
Določanje metabolne aktivnosti z metilenskim modrilom temelji na prodiranju 
metilenskega modrila v celico ter zmožnosti žive celice, da ga črpa ven. Mrtve celice imajo 
nedelujoče membranske črpalke, zato ostanejo modre barve. Rezultati so vidni pod 
svetlobnim mikroskopom v nekaj minutah. Slabost metode se nanaša na vizualno 
intrepretacijo rezultatov, saj je le ta dokaj subjektivna. Če je vidljivost pod mikroskopom 
slaba ali pa je celic preveč, je rezultate dokaj težko odčitati. Poleg tega pa imajo kakšne 
celice kvasovk morda poškodovano membrano, čeprav so žive, opazili pa bi jih kot 
obarvane, kar bi interpretirali kot mrtve celice (Heggart in sod., 2000). Kot ugotavlja King 
s sodelavci (1981), je metoda natančna le, kadar je viabilnost nad 90 %.  
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2.7.3 Določanje živosti z uporabo programa Image J 
Ena izmed hitrejših tehnik določanja živosti celic brez uporabe dodatnih barvil je metoda, 
pri kateri uporabljamo računalniški program Image J. Prostodostopni računalniški program 
je možno uporabiti na vseh računalnikih in ga enostavno z vsemi potrebnimi dodatki 
prenesemo s spleta. Omogoča urejanje in analiziranje večine velikosti in vrst slik. Če 
imamo na mikroskopu kamero, lahko zajamemo predmet na objektniku in ga nekaj minut 
kasneje že analiziramo. Analiza živih celic temelji na predpostavki, da so žive celice vidne, 
če na mikroskopu nastavimo maksimalno vrednost gamma, popolnoma zaprte aperture ter 
sivi skali v programu Image J. Optimalno nastavitev prikazuje Slika 10, kjer svetle pike 
predstavljajo žive celice (Zupan in sod., 2013).  
 
Slika 10: Način slikanja celic za kasnejšo analizo živosti celic s programom ImageJ. 
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3 MATERIALI IN METODE 
3.1 MATERIALI 
3.1.1 Delovni organizem 
Pri poizkusu smo uporabili sev Saccharomyces cerevisiae ZIM 3704 izoliran iz jabolčnega 
vina kmetije Jež na Koroškem in deponiran v Zbirko industrijskih mikroorganizmov 
(MRIC IC ZIM) Biotehniške fakultete, Katedre za biotehnologijo, mikrobiologijo in 
varnost živil. Sev, shranjen pri ‒ 80°C, smo revitalizirali z nacepitvijo na trdno gojišče 
kvasni ekstrakt-pepton-glukoza (YPD) in inkubirali 3 dni pri 28 °C. 
3.1.2 Potrošni material  
 Zaščitne rokavice (Brand, Nemčija); 
 Laboratorijska halja; 
 Staničevina (Silverstone technology, Avstralija); 
 Krovna stekla; 
 Etanol (70 %); 
 Absolutni etanol; 
 dH2O; 
 Avtoklavirni trak; 
 Petrijeve plošče (90 mm, Golias; Slovenija); 
 Centrifugirke 50 ml (Tpp; Švica); 
 Nastavki za avtomatske pipete (2-10 μl, 200 μL, 1 ml, 10 ml; Gilson, ZDA); 
 Mikrocentrifugirke (2 ml, Isolab; Nemčija); 
 Mikrotitrska plošča (Golias; Slovenija); 
 Posoda z ledom; 
 Steklene kroglice za razmazovanje (3 mm; Brand, Nemčija); 
 Led; 
 Ječmenova pivina (sirup; Döhler, Nemčija); 
 Ajdova pivina (Inštitut za hmeljarstvo in pivovarstvo, Slovenija); 
 Prosena pivina (Inštitut za hmeljarstvo in pivovarstvo, Slovenija); 
 Plastenka (1 L, Golias; Slovenija); 
 Nitrocelulozni filter (0,45 μm pore; Sartorius); 
 Injekcija; 
 Nitrocelulozni filter z nastavkom za injekcije (0,22 μm; Sartorius); 
 Viale; 
 Pokrovčki za viale; 
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3.1.3 Laboratorijska oprema 
 Brezprašna komora za varno in sterilno delo (LFVP 12, Iskra PIO; Slovenija); 
 Inkubator (Semlab, Slovenija); 
 Namizne centrifuge (IKA MS 3 Basic, ZDA); 
 Centrifuga (Stigma 2-15, 3K-30; Nemčija); 
 Gorilnik (FUEGO basic RF, Nemčija); 
 Laboratorijska tehtnica (Exacta 1200EB, ZDA). 
 Avtomatske pipete (območja pipetiranja 2-10 μL, 10-100 μL, 50-200 μL, 100-1000 
μL, 1-10 mL; Gilson, ZDA); 
 Stojalo za mikrocentrifugirke; 
 Stojalo za centrifugirke; 
 Mikroskop (Leica Mycrosistems Ltd., Nemčija); 
 Merilni valji (500 ml in 100 ml; DURAN; Nemčija); 
 Objektno steklo (Brand, Nemčija); 
 Zbiralniki za odpadke; 
 Mikrovalovna pečica (Sanyo, Avstrija); 
 Spektofotometrični čitalec (Safire 2 Tecan, Švica); 
 Komplet za sterilizacijo s filtracijo (filter s premerom por 0,20 um) (Sartorius, 
Nemčija); 
 Erlenmajerica (300 mL, 10 mL; Borer, Švica); 
 Laboratorijska bučka (100 mL, 200 ml; Borer Švica); 
 Regentna steklenica (50 ml, 300 ml, 1000 ml; Brand, Nemčija); 
 Magnetna mešala (velikost 1,3 cm; Mikropolo, Slovenija); 
 Nosilci in glavnički za gelsko elektroforezo (BioRad, ZDA); 
 Filtracijska črpalka (Merck, ZDA); 
 Erlenmajerica za filtracijo (Brand, Nemčija); 
 Filtracijska mrežica (Brand, Nemčija); 
 Filtracijski nastavek in držalo (Brand, Nemčija); 
 Števna komora Bürker - Türk (P= 0,00025 cm3; Brand, Nemčija); 
 Hladilnik (Gorenje, Slovenija); 
 Zmrzovalna skrinja (-20°C ; Bosch, Nemčija); 
 Naprava za elektroforezo (BioRad, ZDA); 
3.1.4 Kemikalije 
 Yeast Extract Peptone Dextrose (YPD) Broth (Conda Pronadisa, Španija); 
 Agar (Biolife, Italija); 
 Agaroza (Sigma Aldrich, ZDA); 
 dH2O; 
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 PBS fiziološka raztopina (Oxoid, Velika Britanija); 
 Izoalfa kisline (Inštitut za hmeljarstvo in pivovarstvo, Slovenija); 
 Metilensko modrilo (HMA Lab supply, ZDA); 
 Natrijev citrat dihidrat (Sigma Aldrich, ZDA); 
 EDTA (Sigma Aldrich, ZDA); 
 Raztopina Helm A; 
 Raztopina Helm B; 
 Referenčna raztopina maltoze (Sigma Aldrich, ZDA); 
 Referenčna raztopina glukoze (Sigma Aldrich, ZDA); 
 Referenčna raztopina maltotrioze (Glentham life science, Anglija); 
 Referenčna raztopina etanola (Sigma Aldrich, ZDA); 
 Referenčna raztopina glicerola (Sigma Aldrich, ZDA); 
3.1.5 Kemikalije za izolacijo DNA s kompletom Yest MasterPure (Epicenter, ZDA) 
 Raztopina za lizo celic; 
 Reagent za precipitacijo proteinov; 
 Encim RNaza A; 
 Izopropanol; 
 70 % Etanol; 
 Pufer TE;  
3.1.6 Kemikalije za izolacijo DNA za sekvenciranje s platformo Ilumina 
 Raztopina sorbitola (pH 8) (Glentham life science; Anglija); 
 β – merkaptoetanol (Sigma Aldrich, ZDA); 
 Litikaza (30 mg/mL) (Sigma Aldrich, ZDA); 
 1 M Etilendiamintetraocetno kislino (EDTA) (pH 8) (Sigma Aldrich, ZDA); 
 1 M Trishidrooksimetilaminometan hidroklorid (TrisHCl) (pH 8) (Sigma Aldrich, 
ZDA); 
 10 % raztopina natrijevega dodecil sulfata (SDS) (Sigma Aldrich, ZDA); 
 Raztopino Tris/EDTA; 
 5 M Kalijev acetat (Glentham life science; Anglija); 
 Absolutni etanol (Sigma Aldrich, ZDA); 
 Pufer TE (TermoFisher; ZDA); 
 Encim RNaza A (Sigma Aldrich, ZDA); 
 Fenol/klorofom (Merck; ZDA); 
 3 M Natrijev acetat (Sigma Aldrich; ZDA); 
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3.1.7 Kemikalije za reakcijo PCR  
 MgCl2 (Promega, ZDA); 
 Polimeraza GO Taq Flexi (Promega, ZDA); 
 Bidestilirana voda za PCR (Sigma Aldrich, ZDA); 
 Univerzalni začetni nukleotidi (Macrogen, Južna Koreja); 
 Začetni oligonukleotidi (Sigma Aldrich, ZDA); 
3.1.8 Kemikalije potrebne za preverjanje genetske stabilnosti s PFGE 
 Sterilna dH2O; 
 1 M EDTA (pH 7,5) (Sigma Aldrich, ZDA); 
 0,5 M EDTA (pH 9) (Sigma Aldrich, ZDA); 
 50 mM EDTA (pH 9) (Sigma Aldrich, ZDA); 
 50 mM EDTA (pH 7,5) (Sigma Aldrich, ZDA); 
 1 M Tris baza (pH 8) (Sigma Aldrich, ZDA); 
 20 % Na-lauril-sarkozin (Sigma Aldrich; ZDA); 
 Raztopina CPESa (pH 6); 
 Raztopina CPEa (pH 6); 
 Raztopina 3; 
 Agarozni gel za zalitje luknjic (Sigma Aldrich, ZDA); 
 Nosilni gel (Biorad, ZDA); 
 5x pufer TBE; 
3.1.9 Priprava trdnega gojišča YPD 
V steklenico z volumnom 1 liter smo zatehtali 37,5 g YPD Broth in dodali 15 g agarja. Z 
merilnim valjem smo odmerili 750 mL dH2O, jih vlili v prej omenjeno steklenico in dobro 
premešali z magnetnim mešalom. Za približno minuto smo steklenico z gojiščem segrevali 
v mikrovalovni pečici, da so se vse sestavine res raztopile. Avtoklavirali smo 15 min, pri 
121°C in nadtlaku 1,21 bar.  Gojišče smo nekoliko ohladili v vodni kopeli ter ga razlili v 
petrijeve plošče. Slednje smo do uporabe hranili v hladilni omari. 
3.1.10 Priprava tekočega gojišča YPD 
V erlenmajerico z volumnom 300 mL smo zatehtali 5 g YPD Broth, dodali 100 mL dH2O 
in ga avtoklavirali pri standardnih pogojih (t = 15 min, T = 121 °C in p = 1,21 bar), 
ohlajeno gojišče smo shranili v hladilno omaro. 
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3.1.11 Priprava raztopine PBS 
Raztopino smo pripravili s pomočjo tablet PBS (ang. phosphate buffered saline). 1 tableto 
smo raztopili v 100 mL dH2O in raztopino avtoklavirali pri standardnih pogojih ter shranili 
v hladilnik na 4 °C. 
3.1.12 Priprava ječmenove, prosene in ajdove pivine 
Za pripravo ječmenove pivine smo uporabili definiran sirup podjetja Döhler. V sterilno 
litrsko plastenko smo zatehtali 203,85 g sirupa in dodali 750 mL sterilne dH2O. Tako smo 
pripravili 14 % ekstrakta. Sestavine smo dobro premešali ter volumen razporedili v 
centrifugirke (TPP) do oznake 30 mL. Ker dobljena sladica še ni bila hmeljana smo dodali 
5,02 μL suspenzije izoalfakislin. Alikvote smo ustrezno označili ter jih shranili pri -20 °C 
do uporabe. Pripravili smo še dodatne centrifugirke z volumnom 45 mL in v njih dodali 
7,53 μL izoalfakislin, ki smo jih kasneje uporabili pri dopolnitvi pivine do želenega 
volumna (35 mL za posamezen vzorec). 
Proseno pivino smo pridobili od Inštituta za hmeljarstvo in pivovarstvo Slovenije (Žalec). 
Sladica je bila shranjena v 20 L posodah, zato smo jo najprej aseptično razdelili v manjše 
(litrske) plastenke. Pivino smo nato razporedili v centrifugirke TPP do oznake 30 mL ter 
dodali ustrezen volumen (5,02 μL) izoalfakislin. Podobno smo pripravili tudi ajdovo 
pivino, le da smo jo pred razporeditvijo v centrifugirke še dodatno filtrirali skozi filter 
velikosti 0,22 μm. Na koncu smo v 30 mL ajdove pivine dodali še izoalfakisline. Ustrezno 
označene centrifugirke smo shranili pri -20°C. Tako pri proseni kot tudi pri ajdovi pivini 
ekstrakta nismo določili, smo pa analizirali vsebnost sladkorjev (Preglednica 4). 
3.1.13 Fosfatni pufer z metilenskim modrilom 
Za razlikovanje med živimi in mrtvimi celicami smo uporabili test z metilenskim 
modrilom. Za pripravo 100 mL modrila smo zatehtali 0,01 g metilenskega modrila in 2 g 
natrijevega citrat dihidrata ter dodali 10 ml dH2O. Dobro premešane sestavine smo prelili v 
bučko, ki smo jo z dH2O dopolnili do oznake 100 mL. Raztopino smo filtriralil skozi filter 
velikosti 0,22 μm ter shranili pri 4 °C. 
3.1.14 Priprava 50 mM etilendiamintetraocetne kisline (EDTA) (pH 7) 
Za pripravo 100 mL 50 mM EDTA smo zatehtali 18,612 g suhe snovi EDTA, jo prenesli v 
steklenico, dobro premešali na magnetnem mešalu ter umerili pH na 7. Sledilo je 
avtoklaviranje (t = 15 min, T = 121 °C in p = 1,21 bar), raztopino smo shranili v hladilnik 
(4 °C). 
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3.1.15 Raztopini Helm A in Helm B za test po Helmu 
Za pripravo raztopine Helm A smo zatehtali 0,153 g kalcijevega sulfata, dodali 300 mL 
dH2O ter dobro premešali na magnetnem mešalu. Sledilo je avtoklaviranje in shranjevanje 
pri 4 °C.  
Za pripravo raztopine Helm B smo zatehtali kalcijev sulfat (0,153 g) in natrijev acetat 
(2,04 g) ter v steklenico dodali 300 mL dH2O. Vse skupaj smo dobro premešali na 
magnetnem mešalu in avtoklavirali. Ko se je raztopina ohladila do sobne temperature, smo 
dodali 1,215 g ocetne kisline in 3,6 mL etanola. Raztopino smo shranili pri 4 °C. 
3.1.16 Priprava referenčnih raztopin za analizo na HPLC 
Glukoza 
Pripravili smo 10 mL izhodne raztopine glukoze s koncentracijo 10 g/L. Izhodno raztopino 
smo v mikrocentrifugirkah (2 mL) redčili do koncentracij 5 g/l in 2,5 g/L (dvakratne 
redčitve). Raztopine smo shranili v vialah pri 4 °C. 
Maltoza 
Pripravili smo 10 mL raztopine maltoze s koncentracijo 40 g/L in le-to še trikrat redčili, da 
smo dobili koncentracije 20 g/L, 10 g/L in 5 g/L, ki so nam služile za standard pri metodi 
HPLC. Do uporabe smo viale shranili pri 4°C.  
Maltotrioza 
V 5 mL mikrocentrifugirki smo pripravili 3 mL raztopine maltotrioze s koncentracijo 10 
g/L in jo za analizo še dvakrat redčili do koncentracije 5 g/L oz. 2,5 g/L. Raztopine smo 
shranili v viale pri 4 °C.  
Etanol 
Pripravili smo 100 mL 10 % raztopine absolutnega etanola, iz katere smo pripravili še 5 % 
in 2,5 % raztopini. Do uporabe smo raztopine shranili pri 4 °C.  
Glicerol 
Za pripravo glicerola s koncentracijo 5 g/L smo zatehtali 0,05 g in dodali 1 mL dH2O. Iz 
založne raztopine smo nato pripravili še raztopini s koncentracijami 2,5 g/L in 1,25 g/L. 
Viale smo shranili pri 4 °C.  
3.1.17 Priprava raztopin za sekvenciranje s platformo Ilumina 
Priprava 1 M raztopine EDTA (pH 8) 
V 150 mL čašo smo zatehtali 37,22 g EDTA ter dodali 60 mL dH2O. Med stalnim 
mešanjem smo počasi umerili pH. Po umeritvi pH smo v 100 mL bučko dodali dH20 do 
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oznake volumna 100 ml. Sledila je sterilizacija (t = 15 min, T = 121 °C in p = 1,21 bar). 
Razopino smo shranili v hladilnik (4 °C). 
Priprava 1 M raztopine TrisHCl (pH 8) 
Za pripravo 100 mL 1 M raztopine TrisHCl smo v čašo zatehtali 15,76 g in dodali 70 mL 
dH2O. Med stalnim mešanjem smo umerili pH na 8, prelili v bučko in dopolnili do oznake 
100 mL. Sterilizirali smo z avtoklairanjem (t = 15 min, T = 121 °C in p = 1,21 bar), na 
koncu smo TrisHCl shranili pri 4 °C.  
Priprava raztopine sorbitola (pH 8) 
500 mL raztopine sorbitola smo pripravili tako, da smo zatehtali 82 g sorbitola, dolili 200 
mL dH2O in umerili pH na 8. Dodali smo raztopini TrisHCl in EDTA, tako da je bila 
končna koncentracija posamezne raztopine 0,1 molarna. V bučki smo raztopini sorbitola 
dodali dH2O do oznake 500 ml. Raztopino smo filtrirali skozi filter z 0,2 μm porami.  
Priprava 5 M raztopine kalijevega acetata 
V čašo s 50 mL dH2O smo med mešanjem počasi dodajali kalijevega acetata ter raztopino 
mešali, dokler se ni popolnoma razbistrila. Raztopino smo sterilizirali s filtriranjem preko 
filtra s porami v velikosti 0,2 μm.  
Priprava raztopine sorbitola z litikazo 
V mikrocentrifugirko smo zatehtali 30 mg litikaze in dodali 1 mL zgoraj pripravljene 
raztopine sorbitola. Mikrocentrifugirko smo ustrezno označili in jo shranili v zmrzovalnik 
na -20 °C.  
Priprava 3 M raztopine natrijevega acetata (pH 5,5) 
V čašo s 30 mL dH2O smo med mešanjem dodali 12,3 g natrijevega acetata ter umerili pH 
na 5,5. V bučki smo raztopini dodali destl. vodo do oznake 50 mL.  
Priprava raztopine TrisEDTA. 
200 mL raztopine smo pripravili tako, da je bila končna koncentracija TrisHCl v raztopini 
50 mM in koncentracija EDTA 20 mM ter jima dodali dH2O do oznake 200 mL.  
Priprava 10 % raztopine SDS 
Pri pripravi 10 % raztopine smo se predhodno dobro zaščitili, poleg rokavic smo uporabili 
še zaščitno masko in očala. V centrifugirko z volumnom 50 mL smo zatehtali 5 g SDS ter 
jo z dH2O dopolnili do oznake 50 mL. 
3.1.18 Priprava raztopin za preverjanje genetske stabilnosti s PFGE 
Priprava sterilne dH2O 
V manjšo steklenico smo prenesli 50 mL dH2O in jo avtoklavirali 15 min pri 121 °C in 
1,21 bara. Sterilno dH2O smo shranili na 4 °C. 
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Priprava raztopin EDTA z različnimi pH vrednostmi 
Za pripravo raztopine ustrezne molarnosti smo v manjšo časo zatehtali ustrezno količino 
EDTA ter dodali 30 mL dH2O. Tekom mešanja smo počasi umerili pH na željeno vrednost, 
pri čemer smo 1 M in 0,5 M raztopino mešali preko noči. Po umeritvi pH smo raztopino 
prelili v 50 mL bučko ter z dH2O dopolnili do oznake volumna 50 mL. Sledila je 
sterilizacija z avtoklaviranjem (t = 15 min, T = 121 °C in p = 1,21 bar). Raztopino smo 
shranili pri 4 °C. 
Priprava 1M Tris baze s pH 8 
Za pripravo 100 mL 1 molarne baze Tris smo zatehtali 12,113 g baze ter dodali do oznake 
50 mL dH2O. Med mešanjem smo s pH metrom raztopino umerili na željeni pH, raztopino 
prenesli v bučko in dodali do ustrezne oznake dH2O. Na koncu smo sterilizirali z 
avtoklaviranjem (t = 15 min, T = 121 °C in p = 1,21 bar) ter shranili pri 4 °C.   
Priprava 20% Na-lauril-sarkozina 
20 % Na-lauril-sarkozin smo pripravili iz trdnega reagenta, ki smo mu dodali dH2O.  
Po popolnem  raztapljanu Na-lauril-sarkozina smo raztopino prefiltrirali skozi nitozo-
celulozni filter s porami v velikosti 0,2 μm.  
Priprava raztopine CPESa s pH 6 
Za pripravo 500 mL raztopine v steklenico smo zatehtali 12,3 g citronske kisline, 21,4 g 
Na2HPO in 109 g sorbitola. Sprva smo dodali 300 mL dH2O in umerili pH, nato pa v bučki 
z dH2O dodali oznake 500 mL ter sterilizirali 15 min, pri 121 °C in nadtlaku 1,21 bar. 
Pripravljeno raztopino smo shranili pri 4 °C.  
Priprava raztopine CPEa s pH 6 
V čaši smo zatehtali 24,5 g citronske kisline in 42,7 g dinatrijevega fosfata in dodali 500 
mL dH2O. Po umeritvi pH smo raztopino prelili v bučko ustrezne velikosti ter dopolnili do 
oznake 1L z dH2O. Pred uporabo smo raztopino sterilizirali z avtoklaviralnjem (t = 15 min, 
T = 121 °C in p = 1,21 bar) in shranili v hladilnik na 4 °C.  
Priprava raztopine 3  
Zmešali smo 90,0 mL 0,5 M EDTA (pH 9), 5,0 mL 20 % Na-lauril-sarkozina, 4,0 mL 
dH2O in 1,0 mL 1 M Tris/HCl (pH 8) v ustrezno veliki steklenici. Raztopino smo pred 
uporabo sterilizirali s filtriranjem skozi nitrocelulozne pore v velikosti 0,2 μm in shranili 
pri 4 °C.  
Priprava petkratnega pufra TBE 
V litrsko steklenico smo zatehtali 54 g Tris baze, 27,5 g borove kisline in 3,7 g EDTA, 
dodali 1 L dH2O in dobro raztopili. 
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3.2 METODE DELA 
3.2.1 Mikrofermentacijski sistem 
Postavili smo fermentacijski sistem, ki je z izgledom (Slika 11) in tudi s parametri 
posnemal sisteme v industriji. Sistem je sestavljen iz inkubatorja, v katerem je magnetno 
mešalo s stojalom za fermentorje. Fermentorji so priklopljeni na regulacijski sistem tlaka 
in plinsko jeklenko z mešanico plinov (30 % CO2 + 70 % N2). Uporabili smo fermentorje, 
ki jih je v svoji magistrski nalogi razvil Ogrinec (2016), pri čemer smo predhodno 
zamenjali tesnilne gumice. V inkubator smo umestili magnetno mešalo s stojalom in 
fermentorje priključili na tlačni sistem, ki smo ga natančno spremljali z elektronskim 
merilnikom. Z magnetnim mešalom smo posnemali dinamiko gibanja tekočine v 
fermentorju, pri čemer smo pazili, da je stojalo za fermentorje postavljeno direktno nad 
magnetnim poljem. Za vsak fermentor smo uporabili mešalo dolžine 1,3 cm. Za vsako 
pivino smo uporabili tri fermentorje, kar je tudi predstavljajo tri paralelke posamezne 
pivine. Pokrovčke s cevkami smo pred vsako uporabo sterilizirali – pokrovčke smo vsaj 
eno uro razkuževali v 70 % etanolu. Slika 12 prikazuje shemo eksperimentalnega dela, kjer 
je bilo izvedenih 30 zaporednih fermentacij. Posamezna fermentacija je trajala en teden pri 
temperaturi 14 °C, izmeničnem mešanju 80 obr/min in nadtlaku 1,16 bar (simulacija 
industrijskih razmer). 
 
Slika 11: Izgled mikrofermentacijskega sistema. 1 – inkubator SemLab, 2 – plinska jeklenka, 3 –
magnetni mešalnik, 4 – fermentor, 5 – plinska razdelilna letev. Na Sliki 13 sicer opazimo temperaturo 
15,5 °C, to je posledica odprtja inkubatorja pred slikanjem.  
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Iz Slike 12 lahko razberemo, da fermentacija poteka 7 dni. Prekonočno kulturo smo 
inokulirali v 50 mL centrifugirke/mini-fermentorje tako, da je bila končna koncentracija 
celic v 35 mL gojišča 1x107 cel/mL. Za vsako vrsto pivine smo pripravili tri fermentorje in 
jih priklopili na mikrofermentacijski sistem (Slika 11). Po sedmih dneh smo končali 
fermentacijo ter zbrali ustrezno biomaso. Del slednje smo preverili pod mikroskopom ter 
ponovno inokulirali 1x107 cel/mLv svež substrat. Preostalo biomaso smo uporabili za 
analizo DNA, določevanje CFU, test po HELM-u in preverjanje živosti z metilenskim 
modrilom. »Pivo«, ki je nastalo ob procesu fermentacije smo analizirali z metodo HPLC. 
3.2.3 Priprava biomase za začetno fermentacijo 
Celotna priprava biomase je potekala v brezprašni komori. Pripravili smo jo tako, da smo 
najprej revitalizirali sev – na YPD gojišče smo nacepili S. cerevisiae ZIM 3704 in plošče 
aerobno inkubirali 3 dni pri 28°C. Izbrano kulturo smo prenesli v elermajerico s 100 mL 
tekočega YPD gojišča in tri dni inkubirali na stresalniku pri 28 °C in 180 obr./min. Po 
končani propragaciji smo suspenzijo prenesli v sterilni falkonki, centrifugirali 3 min pri 
1500 obr./min, supernatant zavrgli in trikrat sprali s 30 mL sterilne fiziološke razstopine. 
Medtem smo odtajali 3 centrifugirke ajdove, 3 centrifugirke ječmenove in 3 centrifugirke 
prosene pivine. S pomočjo programa Image J smo določili koncentracijo celic v biomasi in 
jo v posamezno pivino prenesli toliko, da je bilo v končnem volumnu 35 mL 1,0 x 10
7
 
cel/mL. Dodali smo še magnetno mešalo in centrifugirke dobro zaprli s predhodno 
steriliziranimi pokrovčki. Sledil je prenos fermentorjev v mikrofermentacijski sistem in 
uravnavanje parametrov. Posebno pozornost smo namenili tudi puščanju plina izpod 
pokrovčkov, zato smo po priklopu na sistem fermentorje previdno potopili v vodo in 
preverili morebitno nastajanje mehurčkov. Ob morebitnem puščanju smo pokrovček dobro 
zatesnili oz. ga prenesli v brezprašno komoro in ga ponovno dobro navili. 
3.2.4 Zaustavitev fermentacije 
Pred samo zaustavitvijo fermentacije smo pripravili avtoklavirane pipetne nastavke (5 mL, 
1 mL, 200 μL), tri manjše erlenmajerice in kroglice za razmazovanje. Iz zmrzovalne 
skrinje smo vzeli pivino in jo odtajali, iz hladilne omare pa YPD plošče. 
Po enotedenski fermentaciji smo fermentorje odklopili s sistema, jim odstranili magnetna 
mešala in jih za eno uro položili na led z namenom posedanja kulture in upočasnitve 
metabolnih procesov. Zaradi slabše flokulacije smo mini-fermentorje zaprli z navadnim 
pokrovčkom in jih centrifugirali 5 min pri 400*G. Nato smo v brezprašni komori 
posameznemu fermentorju odvzeli 3 mL biomase in istovrstno biomaso združili v eni 
erlenmajerici. Vsaki erlenmajerici smo prilili 10 mL sterilne fiziološke raztopine ter vsako 
dobro premešali s krožnimi gibi. 
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3.2.5 Ponovna inokulacija 
Pod mikroskopom smo z metodo ImageJ določili koncentracijo celic posamezne pivine in 
prenesli potreben volumen biomase v posamezno pivino, tako da je bila končna 
koncentracija v 35 ml 1x10
7
 cel/mL. Po končani inokulaciji smo v fermentorje dali 
predhodno sterilizirana magnetna mešala ter jih dobro zaprli s cevnimi pokrovčki za 
fermentacijo. Fermentorje smo priklopili na sistem ter preverili za morebitno puščanje 
plina. 
3.2.6 Določanje živosti kvasovk z uporabo računalniškega programa Image J 
Za določanje živosti s programom ImageJ smo posamezno biomaso v mikrocentrifugirkah 
(1,5 mL) najprej desetkrat redčili, nato smo vzorce nanesli na števno komoro Bürker - Türk 
in ga položili pod mikroskop. Mikroskop Leica smo predhodno povezali s kamero in 
programom na računalnik. Šteli smo pri 100x povečavi, v progamu Leica smo nastavili 
ustrezne parametre tako, da smo dobili optimalno sliko za štetje celic. Določali smo število 
živih in število mrtvih celic. Pri določanju živih celic smo uporabili črno-beli način 
mikroskopiranja z minimalno odprto zaslonko in največno možno enoto gamme 
(spremenljivka detektorja pri zaznavanju opazovanega predmeta, ki vpliva na črnobeli 
kontrast končne slike). Z izostritvijo smo dobili črno sliko z belimi pikami, ki predstavljajo 
žive celice. Tako pridobljena kontrastna slika je možna za nadaljno analizo s programom 
ImageJ. Odprli smo program ImageJ in med možnostmi izbrali »Open« ter vnesli sliko. Z 
določanjem stopnje zaznavanja celic smo omogočili razlikovanje med ozadnjem in 
celicami, z nastavitvijo črnega ozadja smo poskrbeli za kontrast. Sliko smo izboljšali z 
dopolnitvijo luknjic v celicah, nastavili smo velikostne parametre in analizirali. Dobili smo 
število celic, ki je vidna pod mikroskopom.  
3.2.7 Določanje metabolne aktivnosti kvasovk z metodo barvanja z metilenskim     
modrilom 
Iz posamezne erlenmajerice smo v mikrocentrifugirko odpipetirali 100 μL kulture ter 
dodali 200 μL metilenskega modrila. Po mešanju na vrtinčniku smo na števno komoro 
nanesli vzorec ter začeli z mikroskopiranjem. V želji, da dobimo Sliko 13 smo v programu 
Leica ustrezno nastavili parametre (maksimalno odprta aperatura in barvna saturaturacija, 
znižana vrednost gamma in čas izpostavitve). V programu ImageJ vnešeno sliko smo 
analizirali tako, da smo vnesli sliko in izbrali možnost »Count cell« (štetje celic). Z 
označevanjem modro obarvanih celic smo prešteli mrtve celice ter rezultat za posamezno 
sliko ustrezno zabeležili. Za vsak vzorec pivine smo naredili tri slike, jih ustrezno 
poimenovali ter shranili.  
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Slika 13: Način slikanja za analizo metabolno aktivnih celic s programom ImageJ 
S primerjavo črno bele slike in slike z metilenskim modrilom, ki prikazujeta isto 
opazovalno površino, smo izračunali delež živih celic. Delež živih celic je delež živih celic 
v seštevku mrtvih in živih celic.  
Število mrtvih celic= Nž / Vob * 1000 * Df             ... (1) 
 
 
Število mrtvih celic = Nm / Vob * 1000* Df             ... (2) 
 
 
Število vseh celic = (1) + (2)               ... (3) 
 
 
Delež živih celic (%) = število živih celic / število vseh celic          ... (4) 
 
Kratica Nž predstavlja število živih celic preštetih pod mikroskopom, Nm število mrtvih 
celic preštetih pod mikroskopom, Vob volumen pod krovnim steklom (0,032384 m3) in Df 
redčitveni faktor.  
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3.2.8 Priprava vzorcev za tekočinsko kromatografijo visoke ločljivosti (HPLC) 
Centrifugirke prvotne fermentacije smo centrifugirali 5 min pri 9 000 obr./min. 
Supernatant smo odlili v svežo centrifugirko, peletu pa dodali 15 mL fiziološke raztopine 
ter shranili za uporabo pri testu Helm. 2 mL ajdovega supernatanta smo še dodatno 
centrifugirali 5 min pri 10 000 obr/min. S pomočjo injekcijske brizge smo supernatant 
prefiltrirali skozi filter s porami velikosti 0,45 μm v viale in le-te zaprli ter ustrezno 
označili. Vzorce smo shranili pri 4 °C do analize s HPLC.  
3.2.9 Določanje stopnje flokulacije z uporabo testa po Helm-u 
Pri določenju flokulacije smo pripravili kontrolne (K) in vzorčne (F) mikrocentrifugirke. 
Pri pripravi kontrolnih mikrocentrifugirk smo v mikrocentrifugirko odpipetirali 1 mL celic 
in jih nato centrifugirali 3 min pri 1200xg. Supernatant smo odlili, dodali 100 μL EDTA in 
900 μl dH2O ter dobro premešali na namiznem vrtinčniku. 100 μL smo preneseli v nove 
mikrocentrifugirke z 900 μL dH2O. Vzorce smo dobro resuspendirali in v mikrotitrsko 
ploščo odpipetirali trikrat po 100 μL. Nemudoma smo odčitali optično gostoto OD 600 z 
optičnem čitalcem Tecan. Rezultate smo ustrezno shranili. 
V vzorčne mikrocentrifugirke smo odpipetirali 1 mL vzorca in centrifugirali 3 min pri 
1200xg. Supernatant smo odlili ter dodali 1 mL raztopine A. Po 15 s mešanja na 
vrtninčnuku smo centrifugirali 3 min pri 1200xg. Supernatant smo ponovno odlili, dodali 1 
mL raztopine B ter mešali na vrtinčniku 15 s. Mikrocentrifugirke smo v časovnem obdobju 
15 s petkrat obrnili na glavo. Med šestminutno inkubacijo smo pripravili 
mikrocentrifugirke z 0,9 mL dH2O. V slednje smo po inkubaciji odpipetirali 0,1 mL 
suspenzije in odčitali OD 600.  
Stopnja flokulacije (%) = (K – F) *100 / K                        ... (5) 
 
Pri določanju stopnje flokulacije (5) K predstavlja odčitano kontrolno vrednost, F pa 
odčitano vzorčno vrednost. 
3.2.10 Določanje kultivabilnosti z metodo določanja vrednosti CFU (colony forming 
units) 
Erlenmajerico smo dobro premešali ter 100 μL prenesli v sterilne mikrocentrifugirke z 0,9 









 smo nacepili na trdno gojišče YPD. Nanesli smo trikrat po 100 
μL posamezne redčitve in inkubirali 3 dni pri 28 °C. Po inkubaciji smo s programom 
GelDoc prešteli nastale kolonije. Označili smo števno površino in nastavili parametre s 
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katerimi smo razlikovali med ozadnjem in kolonijami. Rezultate smo zabeležili, določili 
števno redčitev in določili koncentracijo. Slednja predstavlja povprečje treh ponovitev 
vzorca, kjer moramo upoštevati tudi volumen, ki smo ga nacepili na ploščo. 
Koncentracija celi (cel/mL) = A * redčitev / Vn                ... (6) 
Pri čemer A predstavlja povprečno število celic pri izbrani redčitvi, Vn pa volumen (mL), 
ki smo ga nacepili na ploščo.  
3.2.11 Izolacija DNA s kompletom za izolacijo Yeast MasterPure 
Za izolacijo DNA iz biomase kvasovk smo uporabili komplet Yeast MasterPure. Biomaso 
smo sproti shanjevali v 1,5 mL mikrocentirifugirke. V globoko mikrotitrsko ploščico smo 
odpipetirali 100 μL posamezne biomase v posamezno luknjico in centrifugirali 10 min pri 
2500 rpm. Supernatant smo odlili, dodali 100 μl raztopine »Yeast Cell Lysis« ter 0,5 μL 
RNase A in dobro premešali na vrtinčniku. Po inkubaciji (15 min, 65 °C) smo celice za 5 
min položili na led, nato dodali 75 μL reagenta za precipitacijo proteinov, na vrtinčniku 
smo vzorce 10 s dobro mešali, nato pa ponovno centrifugirali 10 min pri 2500 rpm. 
Supernatant smo prenesli v novo globoko mikrotitrsko ploščo in dodali 100 μL 
izopropanola ter premešali z obračanjem mikrotitrske plošče. Po centrifugiranju (10 min, 
2500 rpm) smo previdno odstranili supernatant, ga zavrgli ter previdno dodali 0,1 mL 70 % 
etanola. Slednjega smo v naslednjem koraku s pipeto previdno odstranili, ponovno za 
kratek čas centrifugirali ter še enkrat poizkusili odstraniti etanol. Na koncu smo DNA 
resuspendirali v pufru TE (30 μL). 
Za potrditev prisotnosti DNA v vzorcu smo izvedli verižno reakcijo s polimerazo z 
začetnima oligonukleotidoma ITS1 in ITS4, ki sta prisotna v vseh morfoloških različicah 
izbranega seva kvasovke. Reakcija je bila izvedena po postopku opisanem spodaj (pod 
točko 3.11) kjer smo kot začetne oligonukleotide izbrali ITS1 in ITS4. 
3.2.12 Verižna reakcija s polimerazo (PCR) z izbranimi mikrosateliti 
V mikrocentrifugirko smo odpipetirali kemikalije navedene v Preglednici 5, za posamezen 
vzorec smo namešali 18 μL kemikalij in dodali 2 μL izolirane DNA. 
Ter nastavili naslednji protokol:  
 35 ciklov : 90 °C/4,5min ,  55,5 °C/30s , 72 °C/1min 
 Zaključek: 72 °C/7 min, obdelava vzorcev pri 4 °C 
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Preglednica 2: Potrebne kemikalije za reakcijo PCR. 
Kemikalije Založna raztopina Končna koncentracija Volumen za 
1 vzorec (μL) 
Pufer PCR 5 × 1,0 x 4,0 
MgCl2 50 mM 2,0 mM 1,6 
dNTP 2,5 mM 0,2 mM 1,6 
Začetni oligonukleotid 1 5 μM 0,5 μM 1,0 
Začetni oligonukleotid 2 5 μM 0,5 μM 1,0 
Bidestilirana voda   8,5 
Polimeraza Taq 5 enot/μL 0,5 enot/μL 0,1 
Končni volumen 19,0 
 
Uspešnost PRC reakcije smo preverili z agarozno gelsko elektroforezo. Pripravili smo 50 
mL 1,5 % agarozni gel. Ohlajenemu gelu smo dodali 2 μL barvila Syber safe in gel razlili v 
model. 5 μL posameznega vzorca smo zmešali z nanašalnim barvilom in vzorec nanesli v 
polimeriziran agarozni gel ter nanesli še velikostni standard GeneRulerTM. Po nanosu 
vseh vzorcev smo elektroforezno banjico priklopili na vir napetosti (90 V, 400 mV, 30 
min). Po končani elektroforezi smo gel presvetlili s svetlobo UV, ga slikali in analizirali 
dobljene rezultate. 
3.2.12.1 Analiza spreminjanja izbranih mikrosatelitov skozi zaporedno uporabo biomase 
Na podlagi predhodnih analiz (Janežič, 2016) smo izbrali naslednje mikrosatelite: 
(GTTGCT)11, (AT)13, (AT)17, (TA)12 in (TAT)11. Z multikanalno pipeto smo v pet 
mikrotitrskih plošč razporedili 2 μL DNA posamezne biomase izolirane s pomočjo 
kompleta MasterPure. Razporeditev vzorcev posamezne pivine in zaporedne uporabe 
prikazuje Preglednica 3.  
V posamezen vzorec smo dodali 18 μL kemikalije za PCR z ustreznim parom 
oligonukleotidnih začetnikov. Za prvo mikrotitrsko ploščo smo uporabili oligonukleotidni 
začetnik (GTTGCT)11, za drugo mikrotitrsko pločo (AT)13, tretjo (AT)17, četrto (TA)12 in 
peto (TAT)11. Uporabili smo protokol opisan pod točko 3.1 ter uspešnost reakcije preverili 
s pomočjo agarozne gelske elektroforeze – pripravili smo 180 mL 1,5 % agaroznega gela z 
vnešenim barvilom SyberSafe (7 μL) ter zagnali vir napetosti (90 V, 400 mV, 30 min). 
Slike smo analizirali s programom GelDoc.  
Izbrane pomnožke PCR  smo po potrditvi prisotnosti z gelsko elektroforezo dodatno 
analizirali. Kapilarno elektroforezo je za nas opravilo  podjetje za sekvenciranje Macrogen 
Inc. (Južna Koreja).  
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Preglednica 3: Razporeditev vzorcev DNA iz ajdove (A), ječmenove (J) in prosene pivine (P)  na  
mikrostitrski plošči za analizo mikrosatelitov. Številka, ki sledi predstavlja številko zaporedne uporabe 
biomase. Zadnjih šest luknjic mikrotitske plošče je bilo praznih (označeno z X).  
 




1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
A A1 J1 P1 A2 J2 P2 A3 J3 P3 A4 J4 P4 
B A5 J5 P5 A6 J6 P6 A7 J7 P7 A8 J8 P8 
C A9 J9 P9 A10 J10 P10 A11 J11 P11 A12 J12 P12 
D A13 J13 P13 A14 J14 P14 A15 J15 P15 A16 J16 P16 
E A17 J17 P17 A18 J18 P18 A19 J19 P19 A20 J20 P20 
F A21 J21 P21 A22 J22 P22 A23 J23 P23 A24 J24 P24 
G A25 J25 P25 A26 J26 P26 A27 J27 P27 A28 J28 P28 
H A29 J29 P29 A30 J30 P30 X X X X X X 
 
3.2.13 Izolacija DNA za sekvenciranje genomov s platformo Ilumina 
Na trdno gojišče YPD smo nacepili kulturo iz 30. zaporedne uporabe. Po 3  dneh 
inkubacije pri 28 °C smo za posamezen tip pivine (ajda, ječmen, proso) na ploščih izbrali 9 
kolonij. Slednje smo natančno pregledali in se odločili za tri morfološke različice, ki smo 
jih nacepili v 100 mL tekočega gojišča YPD. Po končani inkubaciji (2 dni, pri 28 °C in 220 
rpm) smo začeli z izolacijo DNA, ki je v celoti potekala v laminariju, razen ob dodatku β-
merkaptoetanola, ki smo ga dodali v digestoriju. 45 mL kulture smo centrifugirali 5 min pri 
3000xg, supernatant smo odlili in dodali 10 mL raztopine sorbitola, s katero smo oprali 
celice. Sledilo je ponovno centrifugiranje (5 min, 3000xg), supernatant smo odlili in dodali 
5 mL raztopine sorbitola, 5 μL β-merkaptoetanola in 50 μL litikaze. Vse skupaj smo eno 
uro inkubirali v inkubatorju pri 37 °C nato pa vse skupaj centrifugirali (5 min, 1500 rpm). 
Supernatant s peletom smo nežno resuspendirali s 5 mL TrisHCl ter dodali 0,5 mL 10 % 
raztopine SDS. Centrifugirke smo z rahlim obračanjem na glavo zmešali in dodali 2 mL 5 
M kalijevega acetata. Po 30 minutni inkubaciji na ledu smo zmes centrifugirali (10 min, 10 
000 rpm) in supernatant prelili v svežo centrifugirko. Slednjemu smo dodali 15 mL 
absolutnega etanola, inkubirali 10 min pri sobni temperaturi ter ponovno centrifugirali 10 
min pri 10 000 rpm. Pelet smo osušili, mu dodali 1 mL pufra TE in ga dobro 
resuspendirali. Celoten volumen smo prenesli v 2 mL mikrocentrifugirke s varnostnim 
zapiralom, dodali 100 μL RNaze A in inkubirali 1 uro pri 65 °C. Dodali smo 1 mL 
raztopine fenol/kloroform in inkubirali 30 min na ledu. Po centrifugiranju (4 °C, 10 min, 
10 000 rpm) smo supernatant prelili v svežo dvomililitrsko mikrocentrifugirko in dodali 40 
μL 3 M natrijevega acetata (pH 5,5) ter 1 mL ledeno mrzlega absolutnega etanola. S 
počasnim obračanjem centrifugirk se je DNA oborila. Z zobotrebcem smo jo prenesli v 
svežo mikrocentrifugirku s 300 μL pufra TE.  
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Ustrezno označene vzorce smo poslali v Južno Korejo, kjer je podjetje Macrogen s 
platformo Ilumina NovaSeq 150 bp x 2  izvedlo sekvenciranje celotnega genoma. Sledila 
je računalniška obdelava rezultatov s programom Geneious Prime 2020.2.3 (Biomatters 
Ltd.). 
3.2.14 Izolacija DNA za kariotipizacijo z metodo PFGE 
Za izolacijo DNA smo uporabili 48 ur staro čisto kulturo. Vse potrebne sestavine smo 
predhodno pripravili, njihova priprava je opisana v podpoglavju 3.2.9. Polno cepilno zanko 
biomase smo prenesli v ustrezno označeno mikrocentrifugirko, kjer smo predhodno dodali 
1 mL sterilne dH2O, biomaso smo dobro homogenizirali na vrtinčniku. Po centrifugiranju 
(5 min, 4000 rpm) smo supernatant odlili in ponovno sprali (1 mL sterilne dH2O, 
centrifugiranje). Nato smo v mikrocentrifugirko dodali 1 mL 50 mM EDTA (pH 7,5) in 
biomaso resuspendirali. Po centrifugiranju (5 min, 4000 rpm) smo peletu dodali 75 μL 
raztopine CPES (1,5 mL CPESa + 1,5 mL 1M EDTA pH 7,5 + zrno DDT) in premešali na 
vrtinčniku. V 8,2 mL sterilne dH2O smo dodali 110 mg LMP agaroze, ki smo jo raztopili v 
mikrovalovni pečici ter dodali 32 mg encima Novo Zym 234.  
K predhodno obdelani biomasi smo dodali 165 μL mešanice agaroza/Novo Zym, sledilo je 
inkubiranje pri 42 °C, saj smo s tem preprečili strjevanje agaroze. Medtem smo pripravili 
oblikovalce blokcev, ki smo jih sprali z dH2O in osušili v brezprašni komori. Pred samim 
nanosom vzorcev v model za blokce, smo vsebino posamezne mikrocentrifugirke dobro 
premešali. Za posamezni sev smo pripravili dva blokca. Model za blokce smo za 20 min 
postavili v hladilnik, medtem pa smo si pripravili še pufer CPE (20 mL CPEa + 20 mL 1 M 
EDTA pH 7,5). V sveže mikrocentrifugirke, ki smo jih predhodno ustrezno označili, smo 
odpipetirali 1 mL pufra CPE, smo shranili 2 blokca in inkubirali 1 uro pri 30 °C, brez 
stresanja. Po inkubaciji smo pufer odstranili ter blokce trikrat sprali s 50 mM EDTA pH 9 
(1 mL, 15 min). Po zadnjem odlitju supernatata smo v mikrocentrifugirke odpipetirali 1 
mL raztopine 3 s proteinazo K (1 mg/mL), ob rahlem mešanju smo blokce inkubrali preko 
noči pri 50 °C. Po končani inkubaciji smo odlili tekočino in dodali 50 mM EDTA pH 9 (1 
mL, 1 h), raztopino odlili in shranili v raztopini 0,5 M EDTA pH 9.  
V elektroforezno kad smo nalili 200 mL petkratnega pufra TBE ter dodali 1,8 L sterilne 
dH2O. Aparat CHEF smo prižgali in vklopili črpalko, nekaj minut kasneje pa še hladilnik. 
Med tem, ko se je pufer hladil, smo pripravili 1 % agarozni gel in v posamezno luknjico 
nanesli čisto tanke enakomerne rezine blokcev vzorcev ter jih zapolnili z agaroznim gelom 
za zapolnjevanje luknjic. Agarozni gel smo prenesli v aparat CHEF (BioRad, ZDA), 
nastavili parametre (60–120 V, 14 °C, 24 h) ter zagnali elektroforezo.  
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4 REZULTATI Z RAZPRAVO 
V mikrofermentacijskem sistemu smo naredili 30 zaporednih fermentacij, pri čemer je 
posamezna fermentacija trajala 7 dni. Pri rokovanju z biomaso kvasovk smo striktno pazili 
na sterilno delo, saj bi morebitna kontaminacija prekinila poizkus. S kulturo smo ravnali 
izključno v laminariju, vzorčenje je potekalo sterilno, v fermentorjih pa smo vzdrževali 
nadtlak, ki je tudi preprečil vstop mikroorganizmov. Zaporedne fermentacije smo v Slikah 
15 – 22 označevali na naslednji način: F1 – prva zaporedna fermentacija, F2 – druga 
zaporedna fermentacija,... Omeniti je potrebno, da smo bili primorani tekom poizkusa 
zamenjati substrat. Prvotno nižjo vsebnost sladkorjev v ajdovi in proseni pivini smo 
zamenjali s pivinami z višjo vsebnostjo sladkorjev. Prvotno pripravljeno pivino iz 
definiranega sirupa, smo zaradi prekomerne porabe (ne lastne) najprej zamenjali s pivino 
pridobljeno iz pivovarne, nato pa smo ponovno uporabili pivino pripravljene iz sirupa. 
Preglednica 4 prikazuje vsebnost sladkorjev v posameznih pivinah v posameznih intervalih 
uporabe. V nadaljevanju so spremembe pivine označene z rdečim simbolom nad grafičnim 
rezultatom. 
Preglednica 4: Koncentracija glukoze, maltoze in maltotrioze (g/L) v posamezni pivini. V oklepajih so 
navedeni intervali fermentacij pri katerih smo uporabljali posamezno pivino.  













































   
 
4.1 METABOLNA AKTIVNOST IN KULTIVABILNOST IZBRANEGA SEVA 
TEKOM 30-ih ZAPOREDNIH FERMENTACIJ 
Tekom 30 zaporednih fermentacij smo metabolno aktivnost spremljali z metodo barvanja z 
metilenskim modrilom, kultivabilnost pa z metodo štetja kolonij (metoda CFU). Prva 
metoda je hitra in enostavna, hkrati pa tudi manj zanesljiva, saj lahko hitro pride do 
napake. Ogrinec (2016) je v svojem magistrskem delu dokazal, da je spremljanje 
metabolne aktivnosti z metilenskim modrilom primerna za uporabo v pivovarstvu. Metoda 
poda dovolj informacij, na podlagi katerih lahko pripravimo inokulum in določimo 
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metabolno aktivnost celic. Pri metodi štetja kolonij dobimo rezultat, ki prikazuje samo 
kultivabilne celice, a moramo na rezultate počakati vsaj dva dni. 
Kot opazimo na Slikah 14, 15 in 16 sta se tako metabolna aktivnost kot tudi kultivabilnost 
tekom zaporednih fermentacij pri vseh tipih pivine spreminjali. Najbolj opazne so 
zagotovo predstavitve metabolne aktivnosti z metilenskim modrilom, kjer mrtve celice 
zaznamo kot modro obarvane, metabolno aktivne celice pa ostanejo brezbarvne. Zagotovo 
je dobro, če je razpon čim manjši, vendar se moramo hkrati zavedati, da pri izvedenih 
optičnih meritvah vsaka manjša sprememba v rezultatski vrednosti predstavlja velik vpliv 
na končni rezultat. Tako je bila variacija rezultatov dobljenih podatkov širša. Pri 
interpretaciji rezultatov je tako najbolje, da upoštevamo trend rezultatov. Na vseh 
omenjenih slikah lahko opazimo tudi rdeče simbole, ki označujejo spremembo serije pivine 
in s tem spremembno v njeni sestavi. Ocenimo lahko, da je bil delež metabolne aktivnosti 
v ajdovem pivu v začetnih zaporednih uporabah biomase (Slika 14; F1 – F10) med 99 % in 
97 %. Pri natančnejši analizi podatkov smo kmalu opazili nekoliko večji odklon drugega in 
tretjega kvartila od mediane pri F3, pri F13 in F14 pa še nižje vrednosti.  
 
Slika 14: Metabolna aktivnost in kultivabilnost S. cerevisiae ZIM 3704 v ajdovem pivu tekom 
zaporednih uporab biomase. Rdeč simbol označuje spremembo pivine od vključno označene 
fermentacije naprej. Grafični prikaz rezultatov prikazuje razporeditev rezultatov treh tehničnih 
ponovitev treh bioloških ponovitev.   
Kljub temu, da je bil okvir z ročaji pri 3. zaporedi uporabi širši, je bila dejanska razlika 
med obema vrednostima 2 % (Priloga B), kar je dokaj zanemarljiva vrednost. Ne moremo 
pa zanemariti spremembe metabolne aktivnosti pri 13. in 14. zaporedni uporabi. Vrednosti 
so padle z dobrih 98 % na 94 % oz. 91 %. Del spremembe zagotovo lahko razložimo s 
samo izvedbe pridobivanja fotografij in njihovo obdelavo. Nehomogeno nanešen vzorec 
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lahko predstavlja stanje celotne populacije, res pa je, da smo isto sliko preverili tako s 
črno-belim ozadjem kot tudi z metilenskim modrilom in smo tako dobili absolutni delež. 
Padec deleža živosti sicer lahko pripišemo tudi genetskim spremembam, vendar se 
moramo zavedati, da v nadaljnih generacijah delež vseeno naraste. Po 14. tednih zaporedne 
uporabe je imela prvotna kultura približno 367 generacij (natančneje 366,8 ; Priloga A), 
kar ima zagotovo posledice tudi v metabolni aktivnosti. To bi lahko potrdili tudi z metodo 
štetja kolonij, vendar glede na to, da je slednja pri vseh zaporednih uporabah dokaj dobro 
sledila rezultatom z metilenskim modrilom in se vrednosti po 14. zaporedni fermentaciji 
niso drastično spremenile, glede na dane rezultate ne moremo zagotovo trditi. Pri metodi 
štetja kolonij smo sicer opazili nihanja vrednosti, vendar razlike niso velike.  
Spreminjanje metabolne aktivnosti celic v ječmenovem pivu (Slika 15) je bilo v primerjavi 
z rezultati ajdovega piva veliko bolj razgibano. Okvirji z ročaji, ki predstavljajo 
razporeditev rezultatov testa z metilenskim modrilom so širši, kar nakazuje na variacijski 
razmik med vrednostmi rezultatov. Del razlik med rezultati lahko pripišemo tudi menjavi 
pivine v F9 do vključno F21, v intervalu med omenjenima generacijama smo imeli namreč 
pivino iz pivovarne in ne iz sirupa. Zanimivo pa je, da smo tudi pri ječmenovem pivu 
opazili večjo spremembo pri 13. zaporedni uporabi biomase.  
 
Slika 15: Metabolna aktivnost in kultivabilnost S. cerevisiae ZIM 3704 v ječmenovem pivu tekom 
zaporednih uporab biomase. Rdeč simbol označuje spremembo pivine od vključno označene 
fermentacije naprej. Grafični prikaz rezultatov prikazuje razporeditev rezultatov  treh tehničnih 
ponovitev treh bioloških ponovitev.   
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Pri predhodni uporabi je bila metabolna aktivnost povprečno okoli 96 % (točni podatki so 
v prilogi A), v zaporedni uporabi F13 pa je padla na vrednosti 93,53 %, 93,33 % oz. 91,15 
%.Prvotno nihanje kultivabilnosti celic se je po zaporedni uporabi biomase F13 ustalilo na 
bolj umirjeno valovanje rezultatov. Rezultati so še vedno nihali, ampak veliko počasneje in 
v stopnjah, na koncu pa so se ustalili na vrednosti 9,6*10
7
 CFU/mL. Koncentracija celic je 
zaradi lažje intrepretacije rezultatov na Sliki 16 prikazana kot desetiški logatitem CFU/mL. 
Tako so tudi morebitna odstopanja veliko bolj opazna kot bi bila sicer. 
Rezultati vzorcev prosenega piva (Slika 16) so nakazali na trend padanja metabolne 
aktivnosti. Pri prvotnih zaporednih uporabah smo opazili padanje, pri sedmi zaporedni 
uporabi smo zamenjali pivino, kar se pozna tudi na rezultatu zaporedne uporabe biomase 
F8. Tekom ostalih generacij se se rezultati dokaj uskladili, ne le s podobnimi številčnimi 
vrednostimi temveč tudi z razponom okvirjev z ročaji. Pri zaporedni uporabi F21 smo 
opazili padec metabolne aktivnosti, vendar to lahko pojasnimo z morebitnimi napakami pri 
obdelavi podatkov, saj se sama kultivabilnost ni korenito spremenila s čimer bi pomislili na 
morebitne gentske spremembe.  
 
Slika 16: Metabolna aktivnost in kultivabilnost S. cerevisiae ZIM 3704 v prosenem pivu tekom 
zaporednih uporab biomase. Rdeč simbol označuje spremembo pivine od vključno označene 
fermentacije naprej. Grafični prikaz rezultatov prikazuje razporeditev rezultatov povprečja treh 
tehničnih ponovitev treh bioloških ponovitev.   
Z izjemo generacije F8, ki je zelo izstopala od ostalih rezultatov, so bili rezultati 
kultivabilnosti dokaj skladni med seboj. Nekaj nihanj je sicer bilo, vendar le-ta niso 
ekstremna. Tako v ajdovi, ječmenovi kot tudi proseni pivini se metabolna aktivnost in 
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kultivabilnost izbranega seva med prvo in zadnjo zaporedno uporabo razlikuje. Vsi stili piv 
so imeli zaporedno uporabo z najnižjimi vrednostmi – ajdovo pivo F14, ječmenovo F13 in 
proseno F8. Pri teh vzorcih bi lahko v nadaljevanju izolirali DNA in primerjali s prvotno 
kulturo. Tako bi z zagotovostjo lahko trdili ali so te nizke vrednosti posledica meritvenih 
napak ali dejanskih sprememb genoma. Če bi bile nizke vrednosti posledica le meritvenih 
napak, bi dobili tudi pri ajdovem in prosenem pivu veliko večja nihanja kot smo jih. 
Rezultati ječmenovega piva so res nihali, vendar menim, da je to posledica nehomogene 
razporeditve sladkorjev v pivini. Rezultati kultivabilnosti z uporabo metode štetja celic so 
nihali veliko manj, kar nakazuje na stabilnost kulture. Trdimo lahko, da se je kultivabilnost 
celic tekom 30. zaporednih uporab biomase spreminjala specifično od pivine. Slike 14, 15 
in 16 prikazujejo nihanje rezultatov, ki so tekom časa nihali. Najmanjše vrednosti nihanj 
smo opazili v prosenem pivu, največje pa v ječmenovem.  Nihanja lahko pripišemo različni 
sestavi pivine – če je manj sladkorja, se kvasovke manj razmnožujejo in imajo manj 
generacij v eni zaporedni fermentaciji. Kar tudi pojasni večje nihanje vzorcev ječmenovega 
piva med deveto in dvaindvajseto zaporedno uporabo biomase. 
Metoda analize živosti z metilenskim modrilom je zanesljiva le, če je metabolna aktivnost 
nad 90 % (King in sod., 1981). Ogrinec (2016) je v svojem delu kvasovko S. pastorianus 
uporabil tekom 31. zaporednih fermentacij, pri tem je spremljal tudi metabolno aktivnost 
kvasovk. Ugotovil je, da se odstotek živih celic med zaporednimi reinokulacijami ne 
spremeni bistveno in se v večini primerov nahaja nad 95 %. Tudi v našem primeru so bili 
rezultati v večini primerov nad 95 %.  
4.2 DOLOČANJE KEMIJSKIH LASTNOSTI PIV Z METODO HPLC PO 
ZAPOREDNIH UPORABAH BIOMASE 
Sev S. cerevisiae ZIM 3704 je bil izoliran iz jabolčnega vina na Koroškem. Košir (2020) je 
v delu svojih raziskav preverila sposobnost rasti v treh različnih pivinah v mikrotitrskem 
formatu in ugotovila, da je omenjeni sev zanimiv, saj je med preučevanimi izolati 
najučinkoviteje izrabljal sladkorje, čeprav v kasnejših fermentacijah konusnih fermentorjev 
ni bil med metabolno najučinkovitejšimi. Tudi Rajniš (neobjavljeno, 2020) je analizirala 
dobljeno ječmenovo, proseno in ajdovo pivo fermentirano z omenjenim sevom. 
 Umeritvene krivulje posameznih analitov se nahajajo v prilogi D. S tem smo ne le 
preverili stabilnost sistema temveč tudi pridobili enačbe s katerimi smo lahko v 
nadaljevanju izračunali neznano spremenljivko – koncentracijo snovi.  
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4.2.1 Določanje izrabe maltoze v različnih pivinah tekom zaporednih uporab 
biomase 
Uporabljene pivine so se med seboj razlikovale v sestavi sladkorjev. Ječmenova pivina je 
večinoma sestavljena iz maltoze, sledi maltotrioza, glukoza je prisotna do 20 % vseh 
sladkorjev. Ajdova in prosena pivina sta večinoma sestavljeni iz glukoze, maltoza je v 
sledovih, maltotrioze pa ne vsebujeta (Stewart in sod. 1979, cit. po Zastrow in sod., 2000). 
Jančič (2016) je ugotovila, da je z zaporedno uporabo biomase preučevani sev S. 
pastorianus W34/70 tekom uporabe izpostavljen nenehnemu podvojevanju in posledično 
mutacijam. Kljub temu, da je v ječmenovi pivini večinski sladkor maltoza, kvasovke 
prioritetno izrabljajo glukozo in šele ko jo zmanjka, začnejo membranski prenašalci v 
celico prenašati tudi ostale sladkorje. Z usmerjeno evolucijo smo želeli doseči, da bi sev 
kvasovke bolje privzemal maltozo, kar bi za fermentacijo v ajdovi in proseni pivini 
pomenilo boljši izkoristek sladkorjev in aromatiko nastalega piva.  
Delež izrabe maltoze se je v vzorcih ajdovega piva spreminjal. Kot kaže Slika 17 pride v 
prvih šestih vzorcih do 100 % izrabe, od zaporedne uporabe F7, ko pa smo zamenjali 
pivino, pa se je delež znižal. Ob tem se moramo zavedati, da je bilo do vključno F6 v 
pivini 3,13 g/L maltoze (Preglednica 4). Deželak in sod. (2014a) so v svojem delu določili 
sestavo ajdove pivine, pri čemer je bila koncentracija maltoze 22,4 g/L. Naš delež maltoze 
v naši ajdovi pivini je bil v primerjavi z Deželakovim zelo nizek, zato smo jo zamenjali z 
drugo ajdovo pivino in do konca uporabljali le-to. Slednja je imela skoraj sedemkrat višjo 
koncentracijo maltoze, zato je bil tudi delež porabljene maltoze nižji. V nadaljevanju se je 
izraba zvišala dokler na koncu ni prišlo do popolne porabe maltoze. Nihanja v porabi 
maltoze lahko pripišemo prilagoditvam kvasovk na substrat. Teorijo o prevladi dela 
populacije nad preostalim so predlagali že Avrahami-Moyer in sod. (2012), ki so z 
usmerjeno evolucijo sevu S. cerevisiae zvišali toleranco na prisotnost etanola. Kasneje so 
Krogerus in sod. (2016) ugotovili, da se s spreminjajočim genomom lahko poveča tudi 
izražanje željenih genov (v njihovem primeru so bili to geni, ki kodirajo estre). V našem 
primeru se je del populacije očitno prilagodil na privzem maltoze in ta del novo nastale 
populacije se je tekom sedmih dni namnožila do te mere, da je v 27. generaciji prevladala. 
Ob tem se moramo zavedati, da je to samo še domneva, ki pa jo je potrebno preveriti še z 
določitvijo sprememb v številu kopij genov za maltozo. Košir (2020) in Rajniš 
(neobjavljeno) sta v svojem delu analizirali tudi porabo maltoze neadaptiranega seva ZIM 
3704 v posameznih pivinah. V ajdovem pivu je prišlo do 75 %  (Košir, 2020) oz. 92 % 
(Rajniš, neobjavljeno) izrabe maltoze.  
Rezultati analize ječmenovega piva so bili drugačni od ajdovega (Slika 17). Kvasovke so 
maltozo sprva slabo izrabljale, pri zaporedni uporabi biomase F4 je celo prišlo do najslabše 
izrabe, nato pa se je trend obrnil, kar je pomenilo, da je kvasna biomasa  v zaporedni 
uporabi biomase F13 dosegla 100 % izrabo maltoze. Izraba maltoze je kljub spremembi 
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pivine po 22. zaporedni uporabi biomase ostala nespremenjena. Eden izmed naših ciljev je 
bil, da pridemo do 100 % izrabe maltoze, pri ječmenovem pivu je izraba bolj opazna, saj je 
večinski sladkor ravno maltoza. Košir (2020) je v svojih vzorcih namerila 40 %, Rajniš 
(neobjavljeno) pa 42 %, 39 % in 43 % izrabo maltoze. Tolikšna je bila tudi v našem 
primeru po prvi enotedenski fermentaciji, v nadaljnih uporabah pa se je izraba večala. 
Rezultati raziskave Deželaka in sod. (2014a) so pokazali 49 % porabo maltoze in se 
skladajo z rezultati Košir (2020), najverjetneje pa bi se po daljši uporabi biomase skladala 
tudi z našimi rezultati. Saj imamo podobne rezultate izrabe v prvih zaporednih uporabah 
biomase. Večinski sladkor v proseni pivini je bila glukoza. Šele po njeni izrabi se je začela 
izraba maltoze. Naši rezultati se skladajo z ugotovitvijo Rajniš (neobjavljeno), saj so 
rezultati iz prve zaporedne uporabe podobni (izrablja le 12,8 %, 16,5 % in 14,3 % 
maltoze). Kot prikazuje Slika 17 se izraba maltoze v proseni pivini skozi zaporedno 
uporabo biomase povečuje. Med sedmim (zaporedna uporaba F7) in vključno s 
enaindvajsetim tednom poizkusa (zaporedna uporaba F21) smo imeli pivino z nižjo 
vsebnostjo sladkorjev (Preglednica 4), kar zaznamo tudi z razpršenimi rezultati. S 
spremembo pivine se je povečal tudi delež izrabljene maltoze v pivu, vendar le zaradi nižje 
koncentracije maltoze v prvotnem substratu. Z dvaindvajsetim tednom poskusa (zaporedna 
uporaba biomase F22 na Sliki 17) smo uporabili boljši substrat z višjo koncentracijo 
maltoze. Koncentracija maltoze je bila med zaporednima uporabama  F7 in F21 11,15 g/L, 
s spremembo pivine pa smo namerili med zaporedno uporabo F22 in F30 27,12 g/L 
(Preglednica 4). Izraba maltoze se je z uporabo boljše pivine uravnovesila. S primerjavo 
začetnih in končnih sedem fermentacij lahko trdimo, da se je delež izrabe maltoze izboljšal 
iz 12 % na približno 35 % (natančnejši rezultati so vidni v prilogi F). 
Podgoršek M. Genetska stabilnost... seva kvasovke za proizvodnjo ... piva v zaporednih.fermentacijah. 




Slika 17: Delež izrabljene maltoze v ajdovem (A), ječmenovem (J) in prosenem (P) pivu tekom 
zaporedne uporabe biomase. Rdeči simboli nakazujejo na uporabo druge pivine od tiste generacije 
naprej. Grafični prikaz rezultatov prikazuje razporeditev rezultatov treh tehničnih ponovitev treh 
bioloških ponovitev.  
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4.2.2 Določevanje izrabe glukoze v različnih pivinah tekom zaporednih uporab 
biomase 
Glukoza predstavlja v ajdovi pivini 60 % sladkorjev, v ječmenovi do 20 % (Deželak in 
sod., 2014a) in v proseni do 70 % (Zarnkow in sod., 2010b). Tudi naši rezultati so blizu 
tem vrednostim, saj je bilo v našem primeru v ajdovi pivini 47,3 % glukoze, v ječmenovi 
16,4 % ter v proseni pivini 58,6 % glukoze (Preglednica 4). Tekom zaporednih fermentacij 
se je glukoza v pivini do zaključka fermentacije izrabila do konca, s čimer se je katabolna 
represija z glukozo zaustavila, ter so kvasovke začele privzemati druge sladkorje. Kot 
prikazuje priloga G je v ječmenovem in prosenem pivu v začetnih uporabah biomase ostalo 
okoli 2 % glukoze, kar predstavlja 0,3 g, vendar v vseh nadaljnih fermentacijah pride do 
popolne izrabe v vseh pivinah. Rajniš (neobjavljeno) je po enotedenski fermentaciji s 
sevom ZIM 3704 v 400 mL ječmenovega piva izmerila 0,3 g/L glukoze (natančneje 0,29 
g/L, 0,28 g/L in 0,38 g/L glukoze), v prosenem pa 0,11 g/L glukoze. Če primerjamo delež 
preostale maltoze v pivu iz ječmenovega substrata, ter pivu iz prosenega substrata (Slika 
19J in Slika 19P) s preostalo glukozo v vzorcih (priloga G), ugotovimo, da se ob znižanju 
porabe glukoze znižala tudi poraba maltoze. Rezultati analize HPLC ječmenovega piva 
zaporedne uporabe biomase F4 so pokazali, da se je glukoza porabila »le« v 97 %, delež 
porabljene maltoze v primerjavi z ostalimi padel. Do nižjega deleža porabljene maltoze je 
prišlo tudi v preostalih dveh zaporednih uporabah biomase F8 in F9, kjer smo še zaznali 
glukozo v pivu. V vzorcih prosenega piva smo glukozo zaznali v zaporednih uporabah 
biomase F2, F3, F5, F8, F9 in F10, pri čemer imata F9 in F10 med vsemi naštetimi nižjo 
porabo glukoze (med 91 % in 98 %). Lahko bi trdili, da je prišlo pri omenjenih zaporednih 
uporabah tudi do eksperimentalne napake, vendar potem rezultati izrabe maltoze ne bi 
korelirali z izrabo glukoze. Različne porabe glukoze vplivajo tudi na različen privzem 
maltoze, zato del variabilnosti rezultatov deležov porabljanja maltoze lahko pripišemo tudi 
nepopolni porabi glukoze. Za razliko od naših rezultatov, kjer je bila poraba povsod skoraj 
100 %, je Košir (2020) v vzorcih prosenega piva ostalo 32 % glukoze, v ajdovem in 
ječmenovem pa je prišlo do popolne izrabe.  
4.2.3 Določevanje izrabe maltotrioze v različnih pivinah tekom zaporedne uporabe 
biomase 
Trisaharid maltotrioza je sladkor sestavljen iz treh molekul glukoze in v ječmenovi pivini 
predstavlja do 20 % vseh sladkorjev (Zastrow in sod., 2000). Stewart  (2009) je ugotovil, 
da kvasovke zgornjega vrenja slabše privzemajo maltotriozo, ter težje v celoti izrabijo 
fermentabilne sladkorje kot kvasovke spodnjega vrenja. Membranski prenašalci za prenos 
maltoze in maltotrioze v notranjost celice so enaki. Ker je maltoza disaharid, lažje vstopa v 
celico v primerjavi z maltotriozo (Stewart, 2009).  
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Slika 18 prikazuje spreminjanje izrabe maltotrioze v ječmenovem pivu. Tekom zaporednih 
uporab kvasovk, se je delež izrabljene maltotrioze v ječmenovem pivu povečeval. Rezultati 
analize HPLC pri prvi zaporedni uporabi biomase v ječmenovem pivu (F1) so pokazali 
14,3 %, 19,6 % in 24,2 % izrabo maltotrioze in so podobni rezultatom, ki jih je dobila 
Rajniš (neobjavljeno) (15,9 %, 14,0 % in 14,8 %). Resda je bila med najnižjo izmerjeno 
koncentracijo pri Rajniš in našo najvišjo koncentracijo 10 % razlika, vendar so naše 
nadaljne meritve kazale na povečevanje izrabe. Ob primerjavi Slike 17 (vzorci 
ječmenovega piva) in Slike 18 ugotovimo, da je z naraščanjem izrabe maltoze naraščala 
tudi izraba maltotrioze. Med zaporednima uporabama biomase F9 in F22 (Slika 18) smo 
uporabili pivino iz pivovarne, nihanje rezultatov v omenjenem intervalu bi lahko pripisali 
slabši vsebnosti maltotrioze v prvotnem substratu - pivini (priloga H). Vseeno pa lahko 
trdimo, da pride do izboljšanja izrabe maltotrioze, saj smo v zadnjih vzorcih uporabili 
pivino pripravljeno iz definiranega sirupa. 
 
Slika 18: Spreminjanje izrabe maltotrioze v ječmenovem pivu tekom zaporedih uporab. Med 
zaporedno uporabo biomase F9 in F22 smo uporabljali pivino pridobljeno iz pivovarne. Grafični prikaz 
rezultatov prikazuje razporeditev rezultatov treh tehničnih ponovitev treh bioloških ponovitev.   
Glede na rezultate izrabe sladkorja lahko trdimo, da se je izbrani sev prilagodil na dane 
razmere. Čeprav sta Powell in Diacetis (2007) ugotovila, da seva zgornjega in spodnjega 
vrenja tekom 98 zaporednih uporab biomase ohranjata enako sposobnost fermentacije 
sladkorjev, smo mi prišli do ugotovitve, da je delež izrabljene maltoze po 30-ih zaporednih 
uporabah biomase pri vseh uporabljenih pivinah višji v primerjavi z rezultati prve 
zaporedne uporabe. Zato je ta sladkor med vsemi tudi najzanimivejši. Glukoza se je kot 
najidealnejši sladkor izrabil pri vseh vzorcih ajdove in ječmenove pivine, pri proseni pa sta 
sprva ostala 2 g/L glukoze v pivu nato pa je tudi tu prišlo do celovite porabe. Maltotriozo 
pa smo v našem primeru našli samo v ječmenovi pivini. Razlog za povečanje izrabe so 
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lahko spremembe v regijah, ki kodirajo proteine za privzem maltoze. Gorter de Vrles in 
sod. (2019) so tako ob preučevanju genetske stabilnosti laboratorijsko ustvarjenega hibrida 
S. eubayanus-S. cerevisiae oz. S. pastorianus tekom simulirane fermentacije ugotovili, da 
prihaja v procesu fermentacije do mutacij genetskega materiala. Najpogostejše so 
zamenjave nukleotidov, vendar je njihov delež izjemno nizek, sledijo insercije in delecije, 
kromosomske rekombinacije in krajšanje mitohondrijske DNA. Ker je bil delež vseh 
mutacij še vedno nizek, avtorji trdijo, da je bil sev genetsko stabilen. Vseeno pa so po 
koncu fermentacije izmed 468 generacij izolirali 55 sevov med katerimi je imelo 5 sevov  
spremenjeno število kromosomov. Eden izmed teh je imel tudi mutacijo v regiji za privzem 
maltotrioze, ki je sevu onemogočila učinkovitejšo izrabo sladkorja v pivini. Mutacija je v 
tem primeru onemogočila izrabo, lahko pa bi jo tudi povečala. To domnevo bi lahko 
potrdili le s primerjavo genoma oz. regij z zapisom o membranskih prenašalcih, saj lahko 
morebitne spremembe nakazujejo zmožnost povečanega privzema. Magalhaes in sod. 
(2016) so določili nekaj pomembnih membranskih prenašalcev maltoze in maltotrioze za 
skupini Saaz in Frohberg in njihove razporeditve po celici. Avtorji so ugotovili, da je 
transportna aktivnost maltotrioze bistvenega pomena za privzem α-glikozidov (npr. 
maltoze, glukoze,...). Prav tako dodajajo, da ima prisotnost oz. odsotnost specifičnih 
membranskih prenašalcev pri sevih spodnjega vrenja veliko večji vpliv na potek 
fermentacije v primerjavi s sevi zgornjega vrenja, saj je prilagoditev na nižje temperature 
delovanja zaradi nižje encimske dejavnosti veliko težja od drugih prilagoditev. 
4.2.4 Določanje koncentracije nastalega alkohola 
Tekom zaporednih fermentacij se je koncentracija etanola v vzorcih posameznega piva 
spreminja. Nastanek etanola je bil odvisen od količine prisotnih sladkorjev, saj se slednji v 
procesu fermentacije pretvorijo v etanol. Če je imela pivina nizko vsebnost sladkorjev, je 
tudi količina etanola v pivu nižja. Kot lahko opazimo iz numeričnih vrednosti (priloga L), 
so se deleži etanola v posameznih vzorcih razlikovali. Delež etanola v ajdovih vzorcev je 
bil okoli 20 g/L, v ječmenovih med 40 in 50 g/L in prosenih med 10 in 20 g/L.    
Rezultati ajdovih vzorcev (Slika 19) so bili sprva sicer dokaj skladni (med 10 in 15 g/L 
etanola), med 10. in 12. zaporedno uporabo so bili sicer nekoliko nižje (pod 10 g/L 
etanola), nato pa so ponovno narastli nad 10 g/L. Lahko trdimo, da je bila prva polovica 
rezultatov veliko bolj stabilna od druge polovice. Ne le, da so bili variacijski razmiki 
veliko bolj ožji, skladali so se tudi glede numeričnih vrednosti. Vse do zaporedne uporabe 
F17 so bili rezultati dokaj homogeni, nato pa se je nakazala variabilnost rezultatov, ki je 
deloma ostala do zadnje zaporedne uporabe biomase. Zanimivo bi bilo primerjati genom iz 
F1 in F17, saj bi tako lahko videli, ali so te spremembe posledica genetskih sprememb 
populacije kulture ali pa napak pri merjenju. Rezultati zadnjih desetih vzorcev piva so se 
ustalili na deležih etanola okoli 15 g/L. Rajniš (neobjavljeni rezultati) je po enotedenski 
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fermentaciji v 400 mL ajdove pivine, brez mešanja, v treh vzporednih vzorcih izmerila 8,1 
g/L, 8,2 g/L in 8,3 g/L etanola. S. cerevisiae ZIM 3704 je uporabila tudi Košir (2020), ki je 
v 40 mL ajdove pivine z stresanjem izmerila 7 g/L etanola. Obe raziskavi (Rajniš, 
neobjavljeno; Košir, 2020) sta analizirali tudi delež etanola v ječmenovem pivu. Rajniš je 
izmerila 18,1 g/L, 16,9 g/L in 22,7 g/L etanola in Košir 20 g/L etanola. Fermentacija 
Deželaka in sodelavcev (2014a) je potekala 8 dni, saj so uporabili 10 %  ekstrakt (mi smo 
imeli v primeru ječmenove pivine 14 % ekstrakt, pri ostalih dveh pivinah pa smo 
analizirali le sladkorje kot prikazuje Preglednica 4). Analiza dobljenega piva je pokazala, 
da je v ajdovem pivu 37,9 g/L etanola, v ječmenovem pivu pa 43 g/L etanola. Rezultati 
ajdovega piva se z našimi ne skladajo, medtem ko so bili rezultati ječmenovega piva dokaj 
podobni našim. Vzorci ječmenovega piva (Slika 19) so bili veliko bolj neskladni med 
seboj. Razlog je najverjetneje različna sestava uporabljenih pivin, saj smo ječmenovo 
pivino kar dvakrat zamenjali. Sprva smo substrat pripravili iz definiranega sirupa, vključno 
z deveto zaporedno uporabo biomase smo uporabljali pivino iz pivovarne, nato pa smo 
ponovno uporabili pivino pripravljeno iz definiranega sirupa. Rezultati pivine pripravljene 
v pivovarni so veliko bolj varirali kot rezultati pivine iz sirupa pa čeprav smo pivino pred 
uporabo dobro zmešali. Ob ponovni uporabi pivine iz sirupa so se vrednosti koncentracije, 
z izjemo zaporedne uporabe F27,  ustalile. Pri slednji je bil eden od fermentorjev pokvarjen 
in je bil rezultat posledično nižji. Stabilne rezultate zadnjih zaporednih uporab biomase pri 
ječmenovi pivini potrjujejo tudi zadnje tri skladne ponovne uporabe biomase. Rezultatsko 
so se razlikovale v vrednosti manj kot 5 g/L, kar ne predstavlja večje razlike sploh pri tako 
majhnem volumnu fermentorjev, kjer zelo hitro pride do razlik.  
Koncentracija etanola v prosenih pivih (Slika 19) v prvih sedmih vzorcih je nekoliko padla 
v primerjavi z začetno. Po fermentaciji F7 opazimo, da so bile vrednosti etanola veliko 
nižje od prvotnih, okoli 7 g/L (priloga L). S ponovno zamenjavo pivine (F22) je 
koncentracija etanola ponovno narastla, končna koncentracija etanola je bila okoli 15 g/L. 
Kar se sklada z rezultati, ki jih je dobila Košir (2020) (15 g/L etanola) medtem ko je Rajniš 
(neobjavljeno) v treh vzporednih vzorcih namerila 4 g/L, 1,7 g/L in 4,3 g/L etanola. 
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Slika 19: Koncentracija nastalega etanola v ajdovem (A), ječmenovem (J) in prosenem (P) pivu. Rdeči 
simboli nakazujejo na uporabo druge pivine od tiste generacije naprej. Grafični prikaz rezultatov 
prikazuje razporeditev rezultatov povprečja treh tehničnih ponovitev iz treh bioloških ponovitev.  
  
4.2.5 Določanje koncentracije nastalega glicerola 
Glicerol se v metabolizmu tvori, ko so celice izpostavljene stresu. Metabolna pot se 
namesto v produkcijo etanola preusmeri v produkcijo glicerola, s čimer se zavaruje pred 
neugodnimi zunanjimi razmerami (Tamas in sod., 1999). Slika 20 prikazuje spreminjanje 
koncentracije glicerola v ajdovem, ječmenovem in prosenem pivu.  
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Kot prikazuje Slika 20 so bili rezultati koncentracije glicerola v ajdovem pivu do vključno 
zaporedne uporabe F12 sprva dokaj enotni, okoli 0,5 g/L glicerola (natančneje med 0,21 
g/L in 0,41 g/L, priloga E). Po prvi zaporedni uporabi nismo zaznali glicerola, če rezultat 
primerjamo s Sliko 17, kjer so rezultati ajdovih vzorcev, lahko sklepamo, da so se sladkorji 
porabili za produkcijo etanola, saj je bila vrednost slednjega v naslednjih zaporednih 
uporabah (F2 – F12) nižja, koncentracija glicerola pa se je ravno v teh zaporednih 
uporabah biomase zviša. Medsebojno odvisnost smo potrdili s testom korelacije, ki je imel 
v primeru ajdovih rezulatov vrednost -0,57. Kar pomeni, da se je z zvišanjem koncentracije 
etanola, koncentracija glicerola zniževala. Med 13. in 30. zaporedo uporabo je prišlo do 
nihanja koncentracije glicerola, sprva se je koncentracij zvišala (13. – 17. zaporedna 
uporaba), v zadnjih dveh zaporednih uporabah pa se je znižala. V zadnji zaporedni uporabi 
je bila koncentracija (0,73 g/L) in je bila višja od od prvotne koncentracije v zaporedni 
uporabi F2 (0,41 g/L).  
Koncentracija glicerola v ječmenovem pivu (Slika 20) je bila glede na rezultate ajdovega 
piva veliko višja. Če bi želeli narediti mediano vrednosti in bi zanemarili nihanja, bi lahko 
trdili, da je bila povprečna vrednost nekoliko pod 2 g/L. Med prvo in drugo zaporedno 
uporabo smo opazili nihanje v koncentraciji glicerola, kar lahko pojasnimo s prilagoditvijo 
seva na okoljske razmere. V vseh naslednih do vključno F9 pa je najbolj verjeten razlog 
slabša razporejenost sladkorjev v uporabljenih pivinah. Posledično so bili tudi rezultati 
koncentracije nižji, kar dokazuje odvisnost koncentracije posameznega analita od 
metabolizma. Da ima ustrezna pripravljenost sistema velik vpliv na rezultate smo ugotovili 
pri analizi vzorcev iz 27. zaporedne uporabe, ko je eden izmed pokrovčkov fermentorjev 
mikrofermentacijskega sistema tekom tedna začel izpuščati plin. Ta vzorec ječmenovega 
piva posledično ni imel nadtlaka, kar opazimo tudi z izstopajočimi rezultati, ki so na grafu 
vidni v obliki razpotegnjenega okvirja z ročaji. Preostali koncentraciji (1,69 g/L in 1,72 
g/L) sta bili v skladu s predhodnimi in nadaljnimi vrednostmi, izstopajočo vrednost 0,55 
g/L v zaporedni uporabi biomase F27 lahko pripišemo uhajanju plina in neenakim 
razmeram fermentacije. Koeficient korelacije med etanolom in glicerolom za vzorce 
ječmenovega piva je znašal -0,29, kar nakazuje na negativno medsebojno odvisnost. Ob 
upoštevanju dejstva, da nastaneta tako glicerol kot tudi etanol iz istega substrata, negativna 
medsebojna povezava tako ne preseneča. Cronwright in sod. (2002) ob tem še dodajajo, da 
bi morali za povečano sintezo glicerola, morali povečati encimsko aktivnost, koncentracijo 
substrata in koencimov. Ob tem pa se moramo zavedati, da je glicerol zaželjen predvsem v 
vinarstvu, medtem ko ima pri pivovarstvu pomen šele pri vrednosti 4 g/L, saj vpliva na 
zadrževanje aldehidov (Pepete in Collin, 2000). 
V prosenem pivu je bila končna koncentracija glicerola (Slika 20) nižja od začetne. Trdimo 
lahko, da je koncentracija glicerola tekom zaporedne uporabe biomase padla. Že pri analizi 
prvih sedmih zaporednih uporabah biomase opazimo, da so imeli njihovi rezultati večji 
variacijski razmik kot pri ajdovem in ječmenovem pivu pri istih zaporednih uporabah. 
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Slika 20: Koncentracija nastalega glicerola v ajdovem (A), ječmenovem (J) in prosenem (P) pivu 
tekom zaporedne uporabe biomase. Rdeči simboli nakazujejo na uporabo druge pivine od tiste 
generacije naprej. Grafični prikaz rezultatov prikazuje razporeditev rezultatov povprečja treh tehničnih 
ponovitev treh bioloških ponovitev.   
Med zaporednimi uporabami biomase F8 in vključno F21 so bili rezultati koncentracije 
glicerola v prosenem pivu medseboj primerljivi in imajo povprečno vrednost 0,76 g/L, s 
spremembo pivine pa se je spremenila tudi koncentracija glicerola, ki se je nekoliko 
povišala. Zadnje zaporedne uporabe biomase so imele koncentacije glicerola okoli 0,8 g/L. 
V primerjavi s producijo glicerola, je nihanje etanola v zadnjih tednih veliko večje. 
Korelacijski koeficient med glicerolom in etanolom je bil sicer -0,79, a je bila 
koncentracija glicerola v zadnjih vzorcih kljub temu, da se je koncentracija etanola 
spremenila, nespremenjena. 
Koncentracija glicerola v fermentacijah z različnimi substrati se je razlikovala tako v 
začetni vrednosti kot tudi v času 30-ih tednov. V ajdovem pivu so koncentracije glicerola 
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nihale med 0,33 in 1,25 g/L, v ječmenovem pivu med 1,1 in 3,3 g/L, v prosenem pa 0,57 in 
1,95 g/L. Podobne rezultate je dobila tudi Rajniš (neobjavljeno), ki je v ajdovem pivu 
izmerila 0,94 g/L, 0,96 g/L in 0,98 g/L glicerola, v ječmenovem pivu 1,54 g/L, 1,58 g/L in 
1,34 g/L glicerola ter v prosenem 0,94 g/L, 0,97 g/L in 0,85 g/L glicerola. V nasprotju z 
našimi rezultati Košir (2020) v ajdovem pivu ni zaznala glicerola,  v ječmenovem pivu je 
namerila 0,7 g/L in v prosenem 1,5 g/L glicerola. Razlike med našimi rezultati in rezultati 
Košir (2020) lahko pripišemo razliki v tipih in razmerah fermentacij. Košir (2020) je pri 
svojem delu uporabila fermentorje z vrelnimi vehami, tako sestavljen bioreaktor je stresala 
na mešalniku s čimer je kulturi zagotovila aerobne razmere. Naš mikrofermentacijski 
sistem je posnemal industrijske razmere, zato je bila kultura podvržena ne le nadtlaku 
temveč tudi anaerobnim pogojem. Z mešanjem z magnetnim mešalom smo le zagotovili, 
da se kultura ni posedala na konusno dno. S tem smo tudi potrdili predhodne rezultate, ki 
so jih dobili Nissen in sod. (2000), da se v anaerobnih razmerah sintetizira več glicerola 
kot v aerobnih. V anaerobnih razmerah se namreč sladkor reducira do glukoze in 
pomemben redukcijski kofaktor NADH se s pomočjo glicerola reoksidira. Tudi pri 
aerobnih razmerah ima glicerol pomembno vlogo prejemnika elektronov, kot osmolit pa 
pomembno vpliva na zaščito celice pred lizo. Nissen in sod. (2000) so ob primerjavi 
mutant S.cerevisiae v anaerobnih in aerobnih razmerah ugotovili, da se v anaerobni 
fermentaciji 5 % vira ogljika pretvorjenih v glicerol, medtem ko se ga v aerobni manj 
(okoli 2 %), saj je sinteza glicerola v teh razmerah sklopljena s sintezo organskih kislin in 
piruvata.  
4.3 REZULTATI TESTA HELM IN SPREMINJANJE FLOKULACIJE V 
ZAPOREDNIH UPORABAH BIOMASE 
Flokulacija ali posedanje biomase je proces, pri katerem se celice kvasovk po koncu 
fermentacije začnejo sprijemati skupaj zaradi membranskih lastnosti. Posledično so skupki 
kvasovk težji, kar povzoči usedanje proti konusnemu dnu fermentorja. Delež flokulentnih 
celic predstavlja delež celic, ki se je posedel na dno, če se posedejo vse celice govorimo o 
100 % flokulentnosti. Spremembe v flokulaciji, ki jih zaznamo tekom daljšega časovnega 
obdobja, so posledica kopičenja tandemskih ponovitev v genih za flokulacijo (Powell in 
Diacetis, 2007). Omenjena raziskovalca sta po 98 zaporednih uporabah biomase seva 
zgornjega vrenja ugotovila, da sev ohranja visoko stopnjo flokulacije, kar 86,0 % (± 6,4 
%). Stopnjo flokulacije smo določali s testom po Helm-u na mikrotitrski plošči. 
Spreminjanje flokulacije skozi zaporedno uporabo biomase v ajdovem, ječmenovem in 
prosenem pivu prikazuje Slika 21. Na grafih so z rdečo zvezdico označene tudi spremembe 
pivine. Verstrepen in sod. (2003) trdijo, da je stopnja flokulacije odvisna tudi od prisotnosti 
glukoze, saharoze in maltoze, sladkorjev, ki jih najdemo v pivini. Spremembe v stopnji 
flokulacije so tako odvisne ne le od genetike posameznega seva temveč tudi od okoljskih 
dejavnikov (količine kalcijevih ionov in sladkorjev). Vsem trem vzorcem piv je skupna 
začetna razpršenost rezultatov.  
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Pri vzorcih ajdovega piva opazimo (Slika 21), da so se vrednosti deleža flokuliranih celic 
spreminjale, večina vrednosti se je glibala med 20 % in 30 %. Sprva so rezultati zelo 
varirali (priloga I; zaporedna uporaba biomase F1 8,65 % in 1,76 %) a se na koncu 
povprečna vrednost flokulacije še vedno giblje med 20 % in 30 %.  Še posebno zadnji 
vzorci, katerih rezultati so bili veliko bolj homogeni kot začetni vzorci, imajo vrednosti 
flokulacije med 20 in 25 %. Slednje je v skladu s predhodnimi rezultati, kjer je imel sev S. 
cerevisiae ZIM 3704 v ajdovem pivu 26 % stopnjo flokulacije (Košir, 2020). Prisotnost 
kalcijevih ionov je ključnega pomena za proces flokulacije, s tem v mislih lahko sklepamo, 
da jih je v ajdovi pivini manj kot v ječmenovi ali pa je sev zaradi drugih dejavnikov utišal 
izražanje flokulinov.  
Ko analiziramo rezultate pridobljene s pomočjo optičnih čitalcev, se moramo zavedati, da 
čitalec zazna vsakršno spremembo. Na rezultat vpliva sestava uporabljene tekočine/pufra, 
zunanja temperatura, pipetiranje, sestava mikrotitrske plošče,... Raziskave so pokazale, da 
ima sestava tekočine 12,5 % vplivnost na končni rezultat (Lampinen in sod. 2012). Pri 
takih meritvah je zelo težko ponoviti isti rezultat, zato so rezultati, ki so med seboj skladni 
dejansko zelo dobri rezultati. Tudi rezultati analize flokulacije ječmenovega piva (Slika 21, 
Priloga J) so imeli večji variacijski razmik. Če primerjamo rezultate testa po Helmu s Sliko 
15, ki prikazuje kultivabilnost, lahko hitro opazimo podobnost v izstopanju rezultatov v 
zaporedni uporabi biomase F9 in F10. Pri kultivabilnosti je prišlo do povečanja 
koncentracije celic, pri flokulaciji pa do širokega razpona stopnje flokuliranosti. 
Koncentracija celic ni vplivala na stopnjo flokulacije, saj smo izračunali absolutno 
vrednost deleža flokuliranosti celic. Zadnjih deset zaporednih uporab biomase v 
ječmenovem pivu (F20 – F30) je sicer nekako nihalo, vendar so bile vrednosti flokulacije 
še vedno med 25 % in 30 %. V skladu z našimi rezultati je tudi Košir (2020) pri analizi 
flokulacije v ječmenovem pivu izmerila 28 % stopnjo flokulacije, v svojem delu pa Powell 
in Diacetis (2007) ugotavljata, da je imel izbrani sev zgornjega vrenja stopnjo flokulacije v 
ječemnovem pivu (86 % ± 6,4 %). Njuna stopnja flokulacija je bila višja zaradi izbora seva 
kvasovke, v članku sicer ne navajata izrecno za kateri sev gre, zato bi lahko sklepali, da gre 
za tipski sev S. cerevisiae. Verstrepen in sod. (2005) so dokazali linearno povezavo med 
daljšanjem zapisa za protein FLO ter sposobnostjo medsebojnega povezovanja. Daljša kot 
so bila ponavljajoča se zaporedja v genskem zapisu, večji je bil protein, bolj so se celice 
medseboj sprijemljale. Če so kvasovke podvržene večjemu stresu, se bodo ponavljajoča se 
zaporedja kopičila in bo tako sprijemanje celic bolj izrazito. 
Stopnja flokulacije pri vzorcih prosenega piva (Slika 21) je bila sprva dokaj enotna, okoli 
25 %. Čeprav imajo nekateri vzorci večje variacijske razmike rezultatov (priloga K) lahko 
vseeno trdimo, da je sprememba v vrednostih med prvo in zadnjo zaporedno uporabo 
opazna. Morda ni tako očitna, kot je pri vzorcih ječmenovega piva a to lahko pripišemo 
počasnejši prilagoditvi seva na drugačno sestavo sladkorjev v pivini. Končna stopnja 
flokulacije je bila pri teh vzorcih nižja od prvotne stopnje, saj smo namerili 16 %.  
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Zagotovo lahko trdimo, da so se vrednosti flokulacije med prvo in zadnjo zaporedno 
uporabo biomase spremenile pri vseh tipih pivine, medtem ko sta Powell in Diacetis (2007) 
ugotovila, da tekom zaporedne uporabe ni prišlo do večjih sprememb. V nasprotju z 
njihovima ugotovitvama pa Sigler in sod. (2009) trdijo, da ponovna uporaba kvasovk S. 
pastorianus upočasni proces usedanja biomase. Spreminjanje flokulacije sevov spodnjega 
vrenja je odvisna od genetskih sprememb, starosti uporabljene populacije kvasovk in 
koncentracije sladice opazovanega vzorca. Potrdimo lahko njihove ugotovitve, da je 
flokulacija odvisna ne le od posameznega seva temveč tudi od okolice in pritiskov, ki jih je 
sev deležen med rastjo.  
 
 Slika 21: Stopnja flokulacije v ajdovem (A), ječmenovem (J) in prosenem (P) pivu tekom zaporednih 
uporab biomase. Rdeči simboli nakazujejo na uporabo druge pivine od tiste generacije naprej.  Grafični 
prikaz rezultatov prikazuje razporeditev rezultatov treh tehničnih ponovitev treh bioloških ponovitev.   
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4.4 GENETSKA STABILNOST SEVA Saccharomyces cerevisiae ZIM 3704 
V nadaljevanju smo določili tudi genetsko stabilnost različnih morfotipov po 30-ih 
zaporednih uporabah seva v mikrosatelitnih zaporedij DNA in določili dolžinski 
polimorfizem kromosomov z elektroforezo v pulzirajočem polju. Obe metodi nista 
pokazali genetskih spremmemb, zato smo le-te dokazali s tehnologijo naslednje generacije 
sekvenciranja. Z analizami mikrosatelitov, določitvami dolžinskih sprememb kromosomov 
ter z analizo genomskih sprememb smo želeli dokazati genetsko stabilnost izbranega seva 
S. cerevisiae ZIM 3704 tekom zaporednih uporab biomase. Kljub temu, da je več 
neodvisnih raziskav potrdilo genetsko stabilnost sevov tekom zaporednih uporab biomase 
(Powell in Diacetis, 2007; Bühligen in sod. 2013, Van den Broek in sod., 2015, Gorter de 
Vries in sod., 2019) pa vseeno obstajajo dokazi, da v genih prihaja do delecij, ki jih 
opazimo tudi kot spremembo fenotipa (Wendland, 2014).  
4.4.1 Analiza stabilnosti genoma različnih morfotipov seva kvasovke z izbranimi 
mikrosateliti 
V genomu S. cerevisiae se nahaja veliko število mikrosatelitov, za nadaljno analizo smo 
uporabili le mikrosatelite, ki so bili v bližini genov za pivovarsko pomembne lastnosti in so 
se predhodno izkazali, da so prisotni pri vseh vzorcih. Tako smo želeli pokazati 
spremembe v dolžinah mikrosatelitov, do katerih bi lahko prišlo zaradi zaporedne uporabe. 
Jančič (2016) je predhodno analizirala 34 mikrosatelitov S. pastorianus, spremembe je 
določila le pri petih, kar predstavlja 14,7 % izbranih mikrosatelitov. S tem je avtorica 
ugotovila, da so mikrosateliti tekom zaporedne uporabe biomase večinoma stabilni. Največ 
sprememb v številu ponovitev mikrosatelitskih sprememb je prišlo v bližini genov za 
transport maltoze in maltotrioze. Hkrati je ugotovila, da je prišlo v bližini gena za maltozno 
permeazo (MAL31) izmed šestih testiranih mikrosatelitov do sprememb le pri enem. 
Spremembe je zaznala tudi v genu za visokoafinitetno sulfatno permeazo (SUL2), ki 
sodeluje v sintezi sulfita, spremembe je zaznala pri enem mikrosatelitu izmed treh 
analiziranih.  
Slika 22 predstavlja pomnožke PCR v 1,5 % agaroznem gelu. Kot lahko opazimo, je pri 
veliki večini opazen svetel fragment kar nakazuje, da je reakcija uspešno potekla in se je 
mikrosatelit znotraj regije, ki se je prepisovala, pomnožil. Slika prikazuje vzorce biomase 
ajdovega (A), ječmenovega (J) in prosenega (P) piva iz vseh 30-ih tednov. Številka za 
črko, ki predstavlja specifično biomaso, predstavlja zaporedno uporabo biomase. Tako 
lahko opazimo, da pri vzorcu prosenega piva iz prvega tedna (P1) manjkal mikrosatelit 
(AT)13. Enako zasledimo pri A4, P10, A11, J26, A27 in J27. Slednje lahko pojasnimo z 
morebitno šibko povezavo med začetnimi oligonukleotidi in tarčnim zaporedjem, zaradi 
česar ni prišlo do pomnoževanja. Predhodno smo namreč pri laboratorijskemu sevu potrdili 
prisotnost izbranih mikrosatelitov, morebitna šibka povezava med začetnimi 
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oligonukleotidi pa je morebiti posledica pripravljalnih dejavnikov. Če bi prišlo do 
spremembe v mikrosatelitih, bi te spremembe zaznali tudi v kasnejših vzorcih ne le samo v 
vmesnih. Mikrosatelitska zaporedja so bila izbrana za genom S. pastorianus W34/70 
(Jančič, 2016). Po potrditvi prisotnosti mikrosatelitov z gelsko elektroforezo smo vzorce 
pomnožkov PCR prve do vključno petnajste zaporedne uporabe biomase ajdovega 
morfološko prilagodljivega seva združili v en vzorec (A1-15), od šestnajste do vključno 
tridesete pa v drug vzorec (A16-30). Podobno smo naredili z vzorci ječmena (J1-15 oz. J16-30) 
ter prosa (P1-15 oz. P16-30). Tako smo pridobili šest (A1-15, A16-30, J1-15, J16-30, P1-15, P16-30) 
vzorcev, ki smo jim natančno določili njihovo dolžino s kapilarno elektroforezo ter tako 
določili ali je prišlo do spremembe v številu zaporedij mikrosatelitov. Rezultate kapilane 
elektroforeze, kjer smo kot oligonukleotidne začetnike uporabili (AT)13 lahko v obliki 
kromatogramov vidimo na Sliki 23. 
 
Slika 22: Pomnožki PCR pri katerih smo uporabili mikrosatelit (AT)13 vzorcev ajdovega (A), 
ječmenovega (J) in prosenega (P) piva. Vzorci se med seboj razlikujejo tudi po posameznih zaporednih 
uporabah biomase (1 – 30), ki so označene za črko.  
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Enako število ponovitev nakazuje na stabilnost ponovitev mikrosatelita pri vseh treh tipih 
piva. Glede na to, da na Sliki 22 manjkajo nekateri rezultati vzorčkov, bi lahko imeli 
pomislek, da je morda v teh vzorcih prišlo do spremembe v zaporedju. Kljub temu, da 
biomase določenih zaporednih fermentacij nismo vključili v skupen vzorček, bi dobili 
rezultate oz. bi te spremembe zagotovo zaznali tudi s kapilarno elektroforezo.  
  
Slika 23: Kromatogrami analize mikrosatelitev z uporabo oligonukleotidnega začetnika (AT) 13, 
vzorcev iz ajdovega (A), ječmenovega (J) in prosenega (P) piva. Vzorec A1-15 predstavlja združene 
PCR pomnožke mikrosatelitov od prve do vključno petnajste zaporedne uporabe iz ajdovega piva. PCR 
pomnožke mikrosatelitov od šestnajste do končne tridesete zaporedne uporabe smo združili v A 16-30 . 
Podobno smo naredili tudi pri ječmenovih vzorcih (J1-15 oz. J16-30) ter vzorcih prosenega piva (P1-15 oz. 
P16-30). 
Ob uporabi mikrosatelita (AT)13 bi pričakovali, da bo v sevu trinajst ponovitev zaporedja 
AT, glede na analizo pa vidimo, da jih je 12 (označeno z zeleno). Razlika ene ponovitve je 
sevno specifična, zato to ni posledica našega eksperimenta. Preostale rezultate kapilarne 
elektroforeze petih mikrosatelitov smo zbrali v Preglednici 5, slikovno gradivo pa je na 
voljo kot priloga M. Z izjemo mikrosatelita (TA)12 smo pri vseh ostalih ugotovili stabilnost 
mikrosatelitov med zaporednimi uporabami kvasovke v različnih pivinah. V Preglednici 5 
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sicer opazimo, da je število kopij mikrosatelitov po analizi nižje v primerjavi s teoretičnim 
številom.   
Preglednica 5: Mikrosateliti v bližini tehnološko pomembnih genov (Jančič, 2016) in rezultati 
določanja števila mikrosatelitskih ponovitev  
Mikrosatelit Gen Funkcija gena Število kopij 
(AT)13 MAL31 Membranski prenašalec maltoze 12 
(AT)17 MET16 Od metionina odvisna reduktaza 17 
(TAT)11 MET13 Od metionina odvisna reduktaza 12 
(TA)12 SSU1 Medmembranska črpalka za sulfit / 
(GTTGCT)11 SUL2 Sulfitna permeaza 7 
 
4.4.2 Analiza stabilnosti genoma različnih morfotipov seva kvasovke s platformo 
Ilumina 
Platforma Ilumina omogoča hitro, učinkovito in nizkocenovno analizo nukleotidnega 
zaporedja izbranega genoma (Morozova in Marra, 2008). Uporaba platforme za 
določevanje nukleotidnega zaporedja genoma kvasovk je preverjena in zelo uporabna 
metoda. Poleg klasičnega določevanja zaporedja nukleotidov, se jo uporablja tudi za 
določevanje genetskih sprememb kvasovk (npr. analizo intronov, analizo transkipcijskih 
faktorjev, sekvenciranje mikroRNA).  
Na podlagi različnih morfoloških lastnosti kolonij (velikost, rob, barva) smo najprej izbrali 
po devet morfotipov po 30. zaporedni uporabi kvasovk. Po ponovni morfološki evaluaciji 
kolonij smo izbrali tri morfološko različne kolonije iz vsake pivine in iz njih izolirali 
genomsko DNA. Slika 24 prikazuje morfološki izgled  kolonij kvasovk iz ajdovega, 
ječmenovega in prosenega piva po koncu poskusa. Kolonije se med seboj razlikujejo po 
velikosti – v istem časovnem obdobju inkubacije so največje pri sevu iz ječmenove pivine 
in najmanjše iz ajdove; in nagubanosti – seva iz ajdove in prosene pivine sta rahlo 
nagubana, medtem ko sev iz ječmenove pivine ni. Po natančni analizi smo ugotovili, da sta 
rob in barva kolonije pri vseh sevih enaka. 
Analiza genomskih rezultatov dobljenih s platformo Ilumina je dokazala, da se je genom 
po 30-ih zaporednih uporabah pri posameznih morfotipih glede na prvotni sev spremenil. 
Slika 25 prikazuje poravnavo genomov in genetske spremembe glede na izvorni sev ZIM 
3704 v kromosomu VII. Na kromosom VII smo se osredotočili, ker so na njem geni, ki 
kodirajo transporterje za maltozo (geni MAL). Zgornji del slike predstavlja spremembe 
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tekom celotnega kromosoma, podrobneje pa smo analizirali z zeleno obrobljeni del, 
katerega slika je tudi povečana. 
 
Slika 24: Morfološki izgled seva Saccharomyces cerevisiae ZIM 3704 iz ajdovega (A), ječmenovega 
(J) in prosenega (P) piva po 30ih zaporednih uporabah biomase.  
Kot lahko opazimo iz Slike 25 je prišlo tekom zaporedne uporabe do integracije številnih 
dolgih ponavljajočih se zaporedij retrotranspozonov (LTR retrotranspozoni) ter krajših 
nekodirajočih regij med eksoni. Iz tega lahko predvidevamo, da so te genetske spremembe 
povzročile adaptacijo na nov tip substrata – različne tipe pivin. 
 
Slika 25: Poravnava genomov izbranih morfolotipov kvasovk po 30. zaporednih uporabah ter prikaz 
genetskih sprememb v kromosomu VII v primerjavi s prvotnim sevom S. cerevisiae ZIM 3704. Rumena 
barva predstavlja kodirajoče regije, rdeča barva LTR retrotranspozone, vijolična barva pa nekodirajoče regije 
med eksoni. 
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Glede na Sliko 25 lahko trdimo, da je prišlo tekom 30-ih uporab do sprememb v genomu. 
Omenjena slika resda predstavlja en kromosom, vendar smo analizirali tudi druge 
kromosome in ugotovili, da je prišlo do podobnih sprememb. 
4.4.3 Analiza stabilnosti genoma različnih morfotipov seva kvasovke z metodo 
pulzne gelske elektroforeze 
Pulzna gelska elektroforeza (PFGE) je molekularna tehnika, s katero ločujemo večje 
molekule DNA (npr. kromosome). Osnovni način delovanja temelji na dejstvu, da so večje 
molekule bolj okorne in težje spremenijo smer potovanja v primerjavi z manjšimi 
molekulami, zato po gelu potujejo počasneje. S periodičnim spreminjanjem smeri 
električnega toka molekule ob vsaki zamenjavi spremenijo smer potovanja. Skozi časovno 
obdobje, spefično za posamezen mikroorganizem, se tako fragmenti ločijo kar kasneje 
vidimo s pomočjo UV svetlobe. Metoda je že vrsto let priznana kot ena izmed metod za 
identifikacijo kvasovk iz grozdnega soka, mošta in vina (Raspor in sod., 2001) ter za 
razlikovanje med njihovmi rodovi (Čadež in sod., 2002).  
S pulzno gelsko elektoforezo smo preverjali spremembe S. cerevisiae ZIM 3704 med prvo 
in trideseto zaporedno uporabo v dolžini kromosomov. Predhodne raziskave so dokazale, 
da prihaja pri  S. cerevisiae pri neselektivnih laboratorijskih razmerah do sprememb na 
nivoju kromosomov po približno 275 generacijah. Morebitno stradanje z glukozo in 
fosfatom pa pospeši nastanek sprememb za približno petkrat (Powell in Diacetis, 2007). 
Glede na generacijski čas S. cerevisiae (Priloga A) naj bi potem-takem prišlo do sprememb 
pri približno 10. zaporedni uporabi, saj so imele kvasovke v eni fermentaciji 26 generacij. 
Po poteku PFGE smo dobili Sliko 26. Predhodno smo gel obarvali z etidijevim bromidom, 
zato kromosomsko DNA zaznamo kot svetle lise. Kot standard smo uporabili haploidni sev 
S. cerevisiae ZIM 2155 (S288c), katerega zaporedje je 100 % določeno in se že uporablja 
tudi pri kariotipiziranju skupaj z ostalimi sevi (Argueso in sod., 2009). Ker smo želeli med 
seboj primerjati izhodni sev ZIM 3704 z izbranimi morfološkmi različicami tega seva po 
30-ih zaporednih uporab te biomase (t.j. iz 30. tedna), smo v drugi stolpec nanesli izhodni 
sev, njegove variante pa v vse preostale luknjice. Uporabili smo seve iz ajdovega (A), 
ječmenovega (J) in prosenega (P) piva, pri čemer številčne oznake predstavljajo morfotip 
iz določene pivine. Primerjava rezultatov kariotipizacije variant A1, A6, A9, J1, J7, J9, P1, 
P2 in P4 z izhodnim sevom ZIM 3704 je nakazala na genetsko stabilnost izbranega seva 
tekom zaporednih uporab biomase pri fermentaciji piva. Na Sliki 26 namreč ni vidnih 
večjih sprememb v dolžinah ali razporeditvi kromosomov. Ob podrobnejši analizi smo 
sicer opazili, da so nekateri kromosomi (npr. drugi fragment pri vzorcu A1) malenkost 
zamaknjeni oz. razpotegnjeni, vendar je bila to posledica debelejše rezine vnešenega 
vzorčka. Pri vzorčku A9 opazimo slabšo svetlobo, tako kot ugotavlja Goering (2010) je to 
posledica nižje koncentracije DNA.  
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Jančič (2016) je z elektoforetsko kariotipizacijo določevala dolžine celotnih kromosomov 
pivovarskega seva S. pastorianus ob zaporednih uporabah. Zaradi slabe ločljivosti na gelu, 
avtorica ne more trditi, da je prišlo poleg sprememb v mikrosatelitih tudi do sprememb v 
velikosti kromosomov. Spremembe v dožini kromosomov kvasovk spodnjega vrenja so 
vidne predvsem v genih, pomembnih za fermentacijo, npr. geni vpleteni pri flokulaciji 
(geni FLO), encimi vpleteni v metabolizem (geni HXK), kompleksi pri privzemu maltoze 
(geni MAL) (Casey, 1996, cit. po Powell in Diacetis, 2007).  Glede na to, da pri nobenem 
izmed vzorcev niso bile opazne dolžinske spremembe v kromosomih lahko trdimo, da so 
bili morfotipi seva S. cerevisiae ZIM 3704 po 30-ih zaporednih uporabah biomase 
genetsko stabilni. Tako kot prikazujejo naši rezultati sta tudi Powell in Diacetis (2007) v 
njuni raziskavi ugotovila, da je bil genom uporabljenega seva S. cerevisiae tekom 135 
generacij stabilen. Nedavno so do podobnih ugotovitev prišli tudi Gorter de Vries in sod. 
(2019). Slednji so dokazali, da tekom 468 generacij umetno ustvarjenega hibrida S. 
pastorianus pride le do manjših genomskih sprememb v posameznih nukleotidih, ki so se 
nahajali blizu genov za privzem maltotrioze. Z dodatno manipulacijo genov so dokazali, da 
so mutacije v regiji prekinile maltotriozni privzem kar še dodatno potrjuje predhodne 
raziskave o lokaciji sprememb v dolžinah kromosomov. V natančnejši analizi so izmed 55 
izoliranih sevov našli nepravilnosti v številu kromosomov le pri petih sevih. 
 
Slika 26: Kariotipi izbranih morfološko različnih variant kvasovke S. cerevisiae ZIM 3704  po 30-ih 
zaporednih uporabah biomase iz ajdove (A), ječmenove (J) in prosenga (P) piva. Kot standard smo 
uporabili haploidni sev S. cerevisiae S228c (ZIM 2155) in izvorni sev S. cerevisiae ZIM 3704   
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 Kultivabilnost celic seva S. cerevisiae ZIM 3704 se je tekom 30-ih tednov 
spreminjala specifično od pivine. Tekom poskusa je bilo najmanj nihanja v 
koncentraciji celic v prosenem pivu, največ pa v ječmenovem.   
 
 Metabolna aktivnost celic določena z barvanjem z metilenskim barvilom je po 30-
ih enotedenskih fermentacijah upadla za okvirno 5 %.  
 
 Izbrani sev se je prilagodil na različne pivine, kar se je pokazalo v izboljšani izrabi 
maltoze in maltotrioze po 17-ih zaporednih uporabah biomase. To lastnost je 
obdržal do končne 30. zaporedne uporabe.  
 
 Opazne so tudi morfološke spremembe, saj je imel izbrani sev v istem časovnem 
obdobju kultivacije pri različnih substratih različno morfološko strukturo kolonij. 
 
 S. cerevisiae ZIM 3704 najbolje flokulira v ječmenovem pivu, v pivinah iz 
alternativnih virov škroba pa je najbolje flokuliral v ajdovem pivu. 
 
 Z zaporedno uporabo so celice delno izgubile sposobnost flokulacije za 7 %, z 
izjemo celic v ajdovi pivini, kjer se je stopnja flokulacije izboljšala. 
 
 V izbranih mikrosatelitskih zaporedjih med zaporednimi uporabami biomase ni 
prišlo do sprememb. 
 
 Po 30-ih zaporednih uporabah biomase v nobenem izmed različnih morfotipov iz 
različnih pivin ni bila opazna sprememba v dolžinskih polimorfizmih v 
kromosomih. 
 
 Natančnejša analiza genoma različnih morfotipov je pokazala, da je prišlo tekom 
30-ih zaporednih uporab do vključitve LTR-transpozonov in sprememb v 
nekodirajočih regijah med eksoni. 
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Pivo velja za eno najbolj priljubljenih pijač na svetu. Kljub tehnološki izpopolnjenosti si 
pivovarji še vedno prizadevajo k izboljšanju procesa, uporabi alternativnih surovin škroba 
ter odkritju novih proizvodnih mikroorganizmov. V magistrski nalogi smo spremljali 
tehnološke lastnosti in genetsko stabilnost izbranega seva kvasovke S. cerevisiae ZIM 
3704 tekom zaporednih uporab biomase z uporabo ajdovega in prosenega substrata.  
Postavili smo mikrofermentacijski sistem z devetimi minifermentorji, s katerimi smo želeli 
posnemati industrijske razmere V treh paralelkah smo imeli vzorce ajdove, ječmenove in 
prosene pivine, pri čemer je ječmenova pivina predstavljala kontrolo procesa. S kvasovko 
Saccharomyces cerevisiae ZIM 3704 smo tekom 30-ih tednov naredili 30 zaporednih 
uporab biomase, pri čemer smo za vsako uporabljeno biomaso spremljali metabolno 
aktivnost z barvanjem z metilenskim modrilom, kultivabilnost z metodo CFU, stopnjo 
flokulacije s testom HELM, genetske spremembe na nivoju števila mikrosatelitskih 
ponovitev ter nato še s pulzno gelsko elektroforezo ter analizo celotnega genoma. Po 
enotedenski fermentaciji smo z metodo HPLC analizirali kemijske parametre nastalega 
piva oz. njegovo vsebnost etanola, glicerola, glukoze, maltoze in maltotrioze. 
Po 30-ih enotedenskih fermentacijah je metabolna aktvnost celic upadla, z metodo 
barvanja z metilenskim modrilom smo ugotovli da le za dobrih 5 %. Za določevanje 
kultivabilnosti smo uporabili metodo CFU, katere rezultati so bili med analiziranimi vzorci 
ajdovega, ječmenovega in prosenega piva stabilni z nekaterimi izjemami, pri katerih je 
prišlo do nihanja vrednosti CFU. Celice se po koncu fermentacije zaradi različnih 
dejavnikov med seboj sprijemajo in tvorijo skupke oz. flokule. Bolj kot se celice posedajo, 
večja je stopnja flokulacije. S testom po Helm-u smo potrdili predhodne rezultate stopnje 
flokulacije pri ajdovem (25 %) in ječmenovem pivu (30 %). Večinoma so celice delno 
izgubile sposobnost flokulacije, z izjemo celic v ajdovi pivini, kjer se je stopnja flokulacije 
izboljšala. Koncentracija etanola je odvisna od koncentracije sladkorjev in spodobnosti 
kvasovk za njihovo pretvorbo. Glukoza se je v ajdovi in ječmenovi pivini izrabila v celoti, 
v proseni pivini je sprva ostal manjši delež (2 %), slednje bi lahko pripisali tudi merskim 
napakam, saj je prišlo v vseh nadaljnjih fermentacijah do popolne izrabe. Delež izrabljene 
maltoze se v vseh vzorcih poveča, prav tako se poveča izraba maltotrioze, ki jo najdemo 
samo v ječmenovi pivini. Produkcija etanola in glicerola se v vzorcih ajdove, ječmenove in 
prosene pivine razlikuje. V ječmenovem pivu je nastalo skoraj 50 g/L etanola, v ajdovem 
in prosenem pa veliko manj – 15 g/L oz. 12 g/L. Koncentracija glicerola se je skozi 
zaporedno uporabo biomase spreminjala, v primerjavi s prvotno koncentracijo je v 
ajdovem pivu končna koncentracija glicerola višja, v ječmenovem ostaja podobna, v 
prosenem pivu pa se zniža. Omeniti moramo tudi, da smo bili tekom poizkusa primorani 
spremeniti posamezne pivine, kar je prav tako vplivalo na pridobljene rezultate.  
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Zaporedna uporaba biomase lahko pospeši nastanek mutacij v fermentacijsko pomembnih 
regijah genoma. Tekom zaporedne uporabe biomase se je izbrani sev prilagodil tudi 
morfološko, saj je v istem časovnem obdobju inkubacije tvoril različne oblike kolonij. Z 
analizo mikrosatelitov (AT)13, (AT)17, (TAT)11, (TA)12 in (GTTGCT)11 smo ugotovili, da 
je sev v omenjenih mikrosatelitih genetsko stabilen, pulzna gelska elektroforeza pa je le 
potrdila, da ni prišlo do večjih genetskih sprememb. Z natančnejšo analizo genoma 
morfotipov pa smo odkrili številne vključitve transpozonov in nekodirajočih regij med 
eksoni, ki so se pojavile po 30-ih zaporednih uporabah biomase. 
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Generacijski čas kvasovke S. cerevisiae ZIM 3704  
 
Izračun generacijskega časa 
 
 
μ = (Razlika CFU v 7h dneh) / Čas              ... (7) 
 
Generacijski čas (h) = Ln2/μ               ... (8) 
 




Izračun generacijskega časa in števila generacij v 7 dneh 
 




CFU po 7 dneh 
(cel/mL) 
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A_1 A_2 A_3 J_1 J_2 J_3 P_1 P_2 P_3 
F1 99,07  98,76  98,99  98,62  96,96  97,44  98,89  98,95  99,1  
F2 97,23  97,30  97,03  98,06  97,96  98,16  98,57  98,39  98,99  
F3 98,00  96,60  98,60  99,00  97,00  98,90  98,7  97,8  98,8  
F4 98,09  98,19  97,94  97,01  96,87  97,69  97,7  98,2  98,8  
F5 96,81  97,46  97,90  98,05  98,21  98,24  97,28  97,71  96,92  
F6 97,70  97,90  98,40  96,20  96,71  96,39  96,59  96,40  96,40  
F7 97,00  98,00  98  96,80  96,70  96,70  96,9  95,2  96,45  
F8 97,30  97,50  97,11  96,37  97,11  97,50  94,0  93,64  95,15  
F9 96,99  97,05  97,49  94,99  95,43  96,00  96,0  97,5  96,25  
F10 98,54  98,31  97,81  94,25  94,96  95,60  98,6  98,4  98,25  
F11 97,61  97,29  97,28  99,30  99,42  99,24  99,0  98,4  99,10  
F12 98,69  98,74  98,89  96,36  95,69  94,93  98,4  99,0  98,02  
F13 95,08  93,74  95,82  91,15  93,33  93,52  98,6  99,3  99,52  
F14 91,05  93,30  92,82  95,39  95,45  96,52  99,9  99,1  99,06  
F15 94,62  95,66  95,09  94,86  94,90  97,07  99,5  99,7  99,62  
F16 95,60  95,92  95,27  93,54  93,85  92,32  99,6  99,4  99,71  
F17 98,18  97,65  97,22  91,83  95,04  94,12  99,74  99,77  99,75  

























































































A_1 A_2 A_3 J_1 J_2 J_3 P_1 P_2 P_3 
F19 98,42  98,48  98,49  96,42  95,61  96,51  99,61  99,68  99,60  
F20 97,20  97,52  97,83  96,10  96,24  95,35  99,62  99,61  99,33  
F21 98,05  98,51  97,92  96,14  96,71  97,48  95,26  96,52  97,30  
F22 96,35  97,16  97,14  95,19  94,24  96,36  98,31  98,56  98,84  
F23 97,83  98,09  98,26  93,97  94,83  94,82  99,18  98,96  98,87  
F24 95,96  97,26  97,11  95,51  95,33  94,80  99,30  99,48  99,28  
F25 97,22  97,88  97,40  95,74  96,27  94,99  98,40  98,18  98,80  
F26 97,09  97,49  97,65  94,00  93,10  94,56  98,30  97,94  98,16  
F27 97,57  97,60  98,03  97,67  96,67  97,15  98,26  98,39  98,58  
F28 96,20  96,80  96,60  94,96  95,18  95,58  98,42  98,72  97,51  
F29 92,85  92,97  95,10  95,85  95,01  95,57  98,83  98,96  98,78  




















































































Koncentracija celic (CFU/mL) v posameznem vzorcu ajdovega (A), ječmenovega (J) in 





A J P 
F1 9,60E+07 1,80E+08 6,70E+07 
F2 9,70E+07 1,50E+08 1,20E+08 
F3 8,90E+07 1,60E+08 9,80E+07 
F4 8,20E+07 1,70E+08 9,40E+07 
F5 2,90E+08 2,80E+08 1,60E+08 
F6 8,40E+07 2,40E+08 8,60E+07 
F7 5,60E+08 8,40E+08 7,50E+08 
F8 1,40E+09 2,20E+08 2,00E+09 
F9 1,60E+07 5,90E+08 9,60E+07 
F10 1,70E+08 2,30E+09 9,00E+07 
F11 2,90E+08 2,79E+08 1,57E+08 
F12 6,50E+07 8,20E+07 4,60E+07 
F13 2,30E+08 1,60E+08 6,90E+07 
F14 8,70E+07 1,20E+08 3,50E+07 
F15 5,80E+07 6,00E+07 3,50E+07 
F16 1,50E+08 1,80E+08 8,70E+07 
F17 7,70E+07 2,30E+08 7,20E+07 
F18 9,70E+07 2,40E+08 6,92E+07 
F19 1,20E+08 2,50E+08 6,40E+07 
F20 8,70E+07 1,90E+08 6,80E+07 
F21 4,30E+07 1,30E+08 7,30E+07 
F22 9,20E+07 1,60E+08 7,10E+07 
F23 1,40E+08 1,70E+08 7,90E+07 
F24 1,40E+08 1,60E+08 6,00E+07 
F25 6,60E+07 8,30E+07 5,30E+07 
F26 9,00E+07 3,90E+08 5,70E+07 
F27 7,80E+07 9,90E+07 6,90E+07 
F28 8,2E+07 9,5E+07 6,7E+07 
F29 7,5E+07 9,8E+07 6,8E+07 
F30 7,7E+07 9,2E+07 6,3E+07 
 
  
Podgoršek M. Genetska stabilnost... seva za proizvodnjo ... piva v zaporednih.fermentacijah 
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2020 









S pomočjo trendne črte smo za vsako komponento dobili tudi enačbo, s katero smo lahko 
iz dobljenih rezultatov površin preračunali v  dejanske koncentracije. 
Enačba za etanol:  
y = 32,244x - 1,8183 
R² = 0,9999  
 
pri čemer je y površina, ki je pod analiziranim vrhom, x je koncentracija, ki jo iščemo, R2 
pa izraža delež variance odvisne sprejemljivke, ki je pojasnena z neodvisno spremenljivko. 
Kar pomeni, bolj kot se R2 približuje vrednosti 1 bolj natančni so dobljeni rezulati. 
Enačba za glukozo:  
y = 9,5277x - 0,145 
R² = 1  
 
Enačba za maltozo: 
y = 9,0476x + 0,415 



































EtOH Glukoza Maltoza Maltotrioza Glicerol 
Podgoršek M. Genetska stabilnost... seva za proizvodnjo ... piva v zaporednih.fermentacijah 
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2020 
         
Enačba za maltotriozo: 
y = 7,5183x - 0,49 
R² = 1 
Enačba za glicerol: 
y = 6,9939x - 0,625 











A_1 A_2 A_3 J_1 J_2 J_3 P_1 P_2 P_3 
F1 0,00 0,00 0,00 2,72 2,67 2,51 1,95 1,91 1,97 
F2 0,33 0,41 0,40 1,87 1,50 1,51 1,76 1,47 1,64 
F3 0,32 0,34 0,35 1,34 2,76 1,13 1,34 1,38 1,94 
F4 0,32 0,31 0,33 1,21 1,11 1,39 1,59 1,70 1,90 
F5 0,33 0,31 0,22 1,49 1,68 1,72 1,22 1,94 1,78 
F6 0,31 0,33 0,33 1,42 1,50 1,84 1,26 2,25 1,18 
F7 0,33 0,33 0,31 2,11 2,61 2,24 2,27 1,58 1,90 
F8 0,35 0,35 0,32 2,20 2,10 2,08 0,88 1,22 0,85 
F9 0,29 0,27 0,33 1,79 2,00 1,68 0,96 0,90 0,91 
F10 0,21 0,29 0,23 1,79 1,77 2,50 1,37 1,56 0,95 
F11 0,21 0,28 0,29 1,63 1,61 1,50 0,66 0,68 0,62 
F12 0,30 0,31 0,34 1,67 1,73 1,56 0,58 0,59 0,68 
F13 0,41 0,53 0,89 2,02 1,82 1,62 0,66 0,62 0,70 
F14 0,65 0,91 0,89 2,21 2,01 2,13 0,83 0,93 0,77 
F15 0,74 0,96 0,95 1,92 2,11 1,90 0,66 0,62 0,87 
F16 0,66 0,69 0,59 1,70 1,87 1,66 0,68 0,69 0,68 
F17 0,87 0,58 0,31 1,53 1,45 1,80 0,70 0,71 0,69 
F18 0,47 0,55 0,67 1,47 1,55 1,54 0,85 0,73 0,66 
F19 0,70 0,46 0,28 1,85 1,62 1,60 0,66 0,79 0,59 
F20 0,73 0,79 1,03 1,43 1,34 1,37 0,63 0,56 0,67 























































































A_1 A_2 A_3 J_1 J_2 J_3 P_1 P_2 P_3 
F21 0,96 0,94 0,88 2,14 1,44 1,77 0,47 0,57 0,63 
F22 0,72 0,74 0,70 1,50 1,37 1,37 0,61 0,71 0,65 
F23 0,74 0,81 1,01 1,65 1,56 1,78 1,09 1,20 1,26 
F24 0,73 0,73 0,75 1,84 1,55 1,78 0,86 0,91 0,81 
F25 0,77 0,67 0,76 1,34 1,57 1,71 0,28 0,12 0,20 
F26 0,68 0,48 0,46 1,42 1,76 1,62 0,88 0,67 0,26 
F27 1,13 0,95 1,09 1,69 1,72 0,55 1,37 1,32 1,43 
F28 1,25 1,12 1,08 1,21 1,66 1,70 1,78 1,62 1,64 
F29 0,62 0,44 0,44 2,12 2,03 2,58 0,50 0,78 0,69 




























































































A_1 A_2 A_3 J_1 J_2 J_3 P_1 P_2 P_3 
F1 100,00 100,00 100,00 26,74 43,91 35,40 12,81 16,53 14,31 
F2 100,00 100,00 100,00 41,68 49,04 65,84 17,72 18,45 15,65 
F3 100,00 100,00 100,00 56,58 67,60 70,75 19,25 24,60 21,20 
F4 100,00 100,00 100,00 50,49 39,60 36,93 19,90 19,09 22,06 
F5 100,00 100,00 100,00 60,53 60,95 64,85 29,66 19,29 20,72 
F6 100,00 100,00 100,00 55,97 57,90 69,40 29,97 33,90 52,54 
F7 78,27 81,30 79,55 90,48 92,44 89,40 25,11 22,28 28,37 
F8 79,80 86,57 85,26 98,01 97,82 98,04 49,45 38,62 49,05 
F9 87,20 84,63 87,27 88,94 92,63 92,02 45,21 47,91 62,90 
F10 82,93 86,65 85,66 98,25 98,24 98,20 29,39 40,25 50,79 
F11 86,58 87,49 89,06 98,15 98,30 98,30 55,54 57,67 57,25 
F12 86,50 87,31 88,57 98,42 98,40 98,26 59,16 56,48 58,77 
F13 68,46 67,30 55,95 96,34 100,00 100,00 63,16 51,77 51,36 
F14 48,45 41,00 58,28 100,00 100,00 100,00 45,14 47,04 46,76 
F15 39,47 57,71 60,18 100,00 100,00 100,00 64,58 64,14 64,28 
F16 74,71 77,20 65,35 100,00 100,00 100,00 62,84 62,58 50,87 
F17 63,38 79,22 79,08 100,00 100,00 100,00 51,86 49,19 49,16 
F18 90,96 85,82 78,49 100,00 100,00 100,00 52,00 54,48 54,83 
F19 88,37 85,82 78,32 100,00 100,00 100,00 52,51 51,78 49,93 
F20 88,35 91,55 81,19 100,00 100,00 100,00 52,51 51,78 41,99 
 























































































A_1 A_2 A_3 J_1 J_2 J_3 P_1 P_2 P_3 
F21 62,89 58,59 63,01 100,00 100,00 100,00 50,33 51,85 51,48 
F22 61,16 58,78 51,11 100,00 100,00 100,00 35,71 43,94 43,66 
F23 67,06 58,59 73,71 100,00 100,00 100,00 30,42 23,75 34,28 
F24 45,83 72,43 75,93 100,00 100,00 100,00 35,47 35,12 30,04 
F25 77,60 76,43 81,19 100,00 100,00 100,00 31,91 31,32 26,32 
F26 85,52 70,66 79,49 100,00 100,00 100,00 30,13 28,94 38,43 
F27 89,18 80,50 89,05 100,00 100,00 100,00 38,79 28,54 24,63 
F28 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 30,14 37,59 46,40 
F29 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 33,88 36,35 34,76 






























































































A_1 A_2 A_3 J_1 J_2 J_3 P_1 P_2 P_3 
F1 100 100 100 100 100 100 100 100 100 
F2 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 97,86 95,81 
F3 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 99,15 96,55 96,05 
F4 100,00 100,00 100,00 97,70 96,92 97,40 100,00 100,00 100,00 
F5 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 98,38 99,31 99,11 
F6 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 
F7 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 
F8 100,00 100,00 100,00 97,58 98,17 98,32 98,49 99,61 98,02 
F9 100,00 100,00 100,00 98,50 98,40 97,64 92,94 91,99 96,51 
F10 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 98,80 94,93 100,00 
F11 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 
F12 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 
F13 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 
F14 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 
F15 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 
F16 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 
F18 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 
F19 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 
F20 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 

























































































A_1 A_2 A_3 J_1 J_2 J_3 P_1 P_2 P_3 
F21 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 
F22 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 
F23 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 
F24 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 
F25 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 
F26 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 
F27 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 
F28 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 
F29 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 



























































































Delež porabljene maltotrioze  
Zaporedna 
uporaba 
Delež porabljene maltotrioze  
F1 14,28 19,57 24,17 F23 46,68 46,67 44,33 
F2 24,28 19,57 34,17 F24 47,06 41,01 41,82 
F3 39,63 31,96 36,18 F25 45,49 45,45 45,40 
F4 42,09 37,96 31,03 F26 53,69 60,23 65,51 
F5 40,23 42,21 39,99 F27 61,01 52,88 64,74 
F6 42,81 41,64 42,96 F28 60,45 50,30 57,24 
F7 51,95 49,72 41,11 F29 76,06 66,74 68,56 
F8 45,55 43,29 42,67 F30 73,81 71,02 75,08 
F9 46,60 45,70 48,27 
F10 45,74 46,79 43,54 
F11 46,96 49,42 46,36 
F12 48,36 47,35 47,90 
F13 43,30 38,67 35,67 
F14 38,28 37,58 37,11 
F15 38,69 38,47 39,15 
F16 45,80 46,35 46,32 
F17 57,20 55,34 58,08 
F18 56,26 57,62 60,11 
F19 43,06 40,41 50,51 
F20 56,58 59,26 61,33 
F21 57,66 62,85 60,75 


























































































A_1 A_2 A_3 
F1 20,80 19,63 18,95 14,61 14,82 14,47 23,12 21,40 19,72 
F2 22,93 15,79 25,39 32,66 31,54 30,32 18,26 24,31 24,76 
F3 22,54 23,93 19,78 17,22 18,98 11,36 16,19 11,46 12,90 
F4 17,97 8,65 1,76 24,46 25,76 25,25 38,13 39,51 39,31 
F5 25,14 21,73 23,50 32,45 27,93 29,98 32,28 30,25 29,60 
F6 21,42 20,53 20,10 24,95 21,59 19,98 39,08 34,77 32,03 
F7 25,14 21,73 23,50 32,45 27,93 29,98 22,28 20,25 29,60 
F8 17,93 17,42 19,91 16,79 16,86 18,22 17,15 13,47 16,45 
F9 19,42 21,10 22,66 27,56 28,08 29,41 27,64 24,76 25,00 
F10 19,58 19,80 19,11 23,96 22,72 24,58 26,77 24,09 25,12 
F11 22,43 19,91 22,93 16,70 15,30 12,11 10,93 11,72 11,38 
F12 31,62 32,09 33,88 1,59 10,71 8,57 26,21 30,45 27,89 
F13 27,00 26,85 26,79 37,45 42,02 37,87 16,06 20,12 21,66 
F14 19,03 22,93 23,09 25,19 19,41 26,02 25,70 28,02 27,65 
F15 22,02 22,54 20,69 25,53 24,52 27,24 28,98 23,41 31,61 
F16 25,74 21,62 20,20 22,42 19,12 22,03 22,29 25,70 20,97 
F17 29,11 26,99 26,29 37,13 34,38 26,33 27,07 22,29 27,05 
F18 36,03 36,31 36,68 31,77 29,63 25,57 24,13 18,37 24,31 
F19 30,73 31,86 33,04 30,35 27,61 25,73 29,34 25,89 29,41 
F20 31,87 29,93 28,10 22,09 26,36 26,41 20,30 18,33 21,38 
       
 


















































































nadaljevanje Priloge I 




A_1 A_2 A_3 
F21 25,86 25,65 21,74 24,24 24,78 23,64 24,72 21,96 19,50 
F22 24,08 24,84 24,47 23,20 23,94 23,43 25,55 21,91 19,22 
F23 24,16 24,75 24,56 23,12 23,96 23,36 25,45 21,88 19,24 
F24 24,12 24,87 24,23 23,24 23,73 23,29 25,39 21,75 19,17 
F25 24,76 24,99 24,57 23,56 23,64 23,40 25,51 21,90 19,39 
F26 24,86 24,60 24,78 23,37 23,20 23,00 25,10 22,83 20,01 
F27 24,92 24,08 24,95 23,14 22,70 22,51 24,90 25,16 21,59 
F28 23,73 24,14 24,46 23,40 23,02 23,86 23,77 25,71 21,63 
F29 23,73 21,86 23,04 20,35 25,61 25,00 23,84 23,89 21,41 




























































































J_1 J_2 J_3 
F1 35,19 37,81 37,72 25,21 23,75 25,57 36,83 36,63 36,38 
F2 35,25 38,26 33,14 30,21 34,83 35,19 38,47 30,82 41,62 
F3 30,67 30,41 33,67 36,62 37,68 36,09 36,91 32,63 31,31 
F4 29,24 30,23 31,32 32,60 30,98 32,74 37,50 33,48 35,44 
F5 39,56 38,20 40,22 43,18 44,20 41,80 43,79 37,42 40,78 
F6 42,64 43,25 41,02 46,29 46,69 49,58 40,84 39,93 39,09 
F7 36,74 37,26 35,14 36,21 34,83 35,19 38,47 30,82 41,62 
F8 29,24 31,51 30,65 32,44 31,51 32,12 39,80 32,97 39,51 
F9 19,88 38,51 44,57 29,50 26,41 29,19 46,08 42,07 38,01 
F10 27,13 28,02 35,48 37,96 38,35 29,24 26,38 20,23 26,50 
F11 20,45 20,47 29,09 20,84 22,24 19,58 34,58 32,65 33,66 
F12 15,13 17,40 10,01 18,63 23,99 28,10 29,65 45,88 41,58 
F13 22,74 21,99 19,81 32,28 30,34 35,40 22,84 22,82 28,13 
F14 26,72 26,32 24,18 20,10 20,25 22,84 31,32 27,89 25,12 
F15 23,34 23,65 28,89 28,44 24,94 22,71 19,51 28,08 29,41 
F16 27,96 28,17 28,27 25,17 23,43 21,07 23,93 22,69 23,48 
F17 28,21 26,01 26,33 27,02 27,75 26,34 15,78 18,25 15,44 
F18 15,65 17,19 17,62 25,87 28,63 30,11 25,39 22,95 23,99 
F19 31,70 33,15 33,08 19,97 18,33 19,12 20,84 22,66 19,77 
F20 29,12 36,95 31,49 23,51 22,46 20,54 29,23 28,58 28,82 
 



















































































nadaljevanje Priloge J 





J_1 J_2 J_3 
F21 31,70 33,15 33,08 29,97 28,33 29,12 25,84 22,66 21,77 
F22 31,71 27,72 29,51 31,80 33,68 33,98 31,22 26,87 31,68 
F23 28,74 25,20 28,90 27,68 28,67 27,67 29,88 31,63 29,00 
F24 31,69 27,19 29,79 28,77 17,70 29,67 24,79 24,62 26,12 
F25 31,76 27,21 29,91 33,69 33,69 33,90 23,87 24,69 23,26 
F26 25,59 27,99 24,89 23,39 23,65 23,70 23,68 24,99 22,87 
F27 21,41 21,37 24,82 26,16 28,75 28,29 28,78 25,52 29,93 
F28 21,98 23,51 21,84 28,37 28,04 28,67 23,89 24,28 24,49 
F29 25,70 23,15 23,08 25,97 23,33 24,12 24,84 24,66 24,77 




























































































 P_1 P_2 P_3 
F1 32,10 24,70 25,85 23,22 19,80 16,13 21,97 25,00 20,53 
F2 25,54 26,50 26,95 26,85 26,88 26,47 24,32 22,84 24,10 
F3 24,64 27,91 25,91 21,99 22,11 24,38 22,14 20,59 23,07 
F4 27,29 25,29 22,31 27,77 21,37 24,97 23,42 23,18 23,82 
F5 27,80 30,07 30,65 28,47 28,03 29,58 25,40 25,20 25,25 
F6 25,87 25,43 26,32 27,83 31,53 32,71 22,23 18,35 21,55 
F7 24,41 24,24 25,49 25,27 26,96 24,24 23,07 27,50 25,76 
F8 27,50 27,36 23,16 24,69 25,90 25,14 21,93 23,92 25,29 
F9 26,41 24,24 26,49 25,65  26,96 22,24 23,74 24,50 25,76 
F10 27,33 27,26 27,11 22,04 20,64 26,74 23,88 26,03 27,04 
F11 43,53 41,07 41,52 17,76 16,51 20,39 13,42 11,52 11,64 
F12 30,31 38,18 35,44 15,89 10,40 9,59 16,23 14,90 19,49 
F13 8,00 20,54 17,22 33,85 34,02 30,94 15,78 11,04 19,15 
F14 19,79 16,34 19,49 22,34 21,28 19,57 23,17 22,36 25,52 
F15 25,12 29,16 25,12 7,08 14,73 13,00 13,74 12,80 14,99 
F16 17,40 19,55 15,97 8,64 7,94 44,91 14,52 15,83 17,37 
F17 16,14 18,84 15,63 24,89 21,99 23,05 20,89 17,42 20,07 
F18 33,05 30,93 33,16 13,19 13,10 13,93 20,34 19,67 22,90 
F19 19,02 19,18 15,69 20,02 17,59 21,29 15,33 11,61 16,83 
 
       


















































































nadaljevanje Priloge K 
        Zaporedna 
uporaba 
Proseno pivo 
P_1 P_2 P_3 
F20 13,47 13,91 16,63 20,12 21,07 21,22 15,96 14,83 15,99 
F21 19,20 23,12 21,61 28,95 22,61 24,00 17,36 14,56 19,53 
F22 19,01 23,50 21,60 28,94 22,10 21,28 16,11 17,47 19,17 
F23 19,72 23,00 21,83 28,20 22,00 21,36 16,12 17,18 19,22 
F24 20,00 23,18 21,80 28,18 21,99 21,29 16,14 17,19 20,10 
F25 19,88 23,09 21,77 28,20 22,01 21,40 16,13 17,19 20,29 
F26 20,13 23,46 21,52 28,19 21,90 21,41 16,61 17,31 19,87 
F27 23,91 27,97 21,41 28,06 21,66 21,89 17,21 18,15 16,14 
F28 19,05 14,71 21,92 27,76 22,38 21,51 17,48 19,55 16,72 
F29 19,02 19,18 15,69 20,02 17,59 21,29 15,33 11,61 16,83 



























































































A_1 A_2 A_3 J_1 J_2 J_3 P_1 P_2 P_3 
F1 11,5 13,4 10,2 50,0 53,1 50,3 28,0 26,6 27,6 
F2 9,8 8,8 10,0 37,6 36,8 42,7 23,5 22,1 22,1 
F3 10,3 9,2 10,8 33,6 41,5 35,3 19,9 19,5 21,1 
F4 9,7 10,1 9,2 28,4 27,2 31,5 21,7 22,4 21,2 
F5 11,9 10,4 10,6 25,7 29,3 23 15,4 18,5 16,6 
F6 12,2 10,7 11,2 25,6 32,2 31,5 17,6 21,6 13,8 
F7 9,3 10,9 9,8 29 29,5 42,8 20 19 21 
F8 10,7 11,3 10,5 44,9 39,6 48,8 15 18,1 14,4 
F9 9,6 10,5 10,2 34,9 40,4 34,2 13 12,5 10,6 
F10 6,9 6,8 7,6 35,5 45,5 33,8 17,6 10,9 7,1 
F11 6,4 6,7 7,1 43,5 39,1 40,9 6,3 6,3 5,5 
F12 7,9 7,2 7,8 44,7 44,9 44,7 6,3 6,7 5,5 
F13 10,2 10 10,6 47,9 50,6 49,6 8,4 7,8 7,9 
F14 10,5 11,9 11,4 52,1 51,9 51,6 9,1 8,5 8,9 
F15 10,2 12 12,1 51,2 51,3 50,1 7,3 7,1 6,4 
F16 11,8 12,4 9,7 39,9 39,2 39 8,4 8,2 8,7 
F17 13,8 6,5 5,9 40,7 39,9 39,9 8,2 8 8,8 
F18 8,2 10,6 11,4 39,5 40,1 39,6 7,7 7,1 7,9 
F19 19,1 12,5 12,4 50,9 47,3 50,9 7,9 8 8,6 



















































































nadaljevanje Priloge L 





A_1 A_2 A_3 J_1 J_2 J_3 P_1 P_2 P_3 
F20 16,6 20,9 16,4 32,9 31,7 42,2 6,5 6,2 7,3 
F21 20,5 19 18,8 41,4 44 42,4 8,2 8,8 7,3 
F22 14,6 13,4 11,6 51,8 51,5 50,5 9,5 9 7,6 
F23 13,5 14,4 15,2 52,1 51,5 49,2 13,7 13 14,9 
F24 11,3 14,3 14 51,1 52,7 52,4 11,8 11,3 9,7 
F25 10,7 11,1 12,4 52,2 52,1 51,2 11,5 12,5 13,2 
F26 16,4 11,3 11,9 46,2 47,4 45,7 10,4 18,9 18,3 
F27 9,2 9,3 9,4 56,2 59 24,8 17,1 16,1 13,7 
F28 9,1 9,7 9,2 54,4 54,2 51,6 15,1 16,6 17,9 
F29 9,3 9,4 10,4 50,7 50,4 52,9 12,5 14,7 14,6 





















































































Kromatogram analize mikrosatelitov (GTTGCT)11 (A), (AT)17 (B) in (TAT)11 (C) 
 
Podgoršek M. Genetska stabilnost... seva za proizvodnjo ... piva v zaporednih.fermentacijah 
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2020 
         
